

















Uber den aus Stirke und Cellulose durch gewisse Bakterien 
gebildeten reduzierenden Zucker. ' 


Von 
W. H. Peterson, 8. W. Scott und W. 8. Thompson. 


(Aus den Abteilungen fiir Agrikulturchemie und landwirtschaftliche 
Bakteriologie der Universitat von Wisconsin, Madison.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1930.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Beim biologischen Abbau der Polysaccharide miissen zweifellos 
einfachere Kohlenhydrate gebildet werden. Die Spaltprodukte, die bei 
der Einwirkung von Verdauungsenzymen und von Malzdiastase ent- 
stehen, sind von einer Reihe von Untersuchern? festgestellt worden, 
aber die Hydrolyse von Polysacchariden durch Mikroorganismen 
hat weit weniger Aufmerksamkeit gefunden. Eine Aufklirung hieriiber 
wire aber zweifellos fiir die Frage nach der Konstitution der Starke 
von Bedeutung. 


Reduzierende Zucker sind als Zwischenprodukte beim Staérkeabbau 
durch verschiedene Bakterien angegeben worden. Schon 1890 berichten 
Sclavo und Gassio*, da8 Glucose aus Starke durch B. suaveolens gebildet 
wird, und ein Jahr spater wies Perdrizx* mit Hilfe des Osazons die Glucose- 
bildung beim Starkeabbau durch B.amylozymicus nach. Neuerdings 
fand Speakman ®, dab Chlostridium acetobutylicum bei der Gairung von Mais 
(Zea Mays) Glucose bildet.  ,,Biolase‘‘, ein technisches Enzympraparat, 
das angeblich aus B. subtilis oder B. mesentericus vulgatus gewonnen wird, 
gibt nach Pringsheim und Schapiro ® aus Starke nicht nur Glucose, sondern 
auch ein reduzierendes Trisaccharid. Aus seiner Ahnlichkeit in physikalischen 


1 Die Arbeit wurde mit Hilfe einer Unterstiitzung aus dem Fonds fiir 
besondere Forschungen der Universitaét von Wisconsin durchgefiihrt. 

2 Die Literatur hieriiber siehe bei H.C. Sherman und P. W. Punett, 
Journ. amer. chem. Soc. 38, 1877, 1916. 

3 A. Sclavo und B. Goslie, Arch. ital. de Biol.:14, 154, 1891. \ 

4 L. Perdrix, Wochenschr} f. Brauerei 8, 720, 1891. 

5 H. B. Speakman, Journ. of biol. Chem. 41, 319, 1920. 

®° H. Pringsheim und E. Schapiro, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 
996, 1926. 
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und chemischen Eigenschaften schlossen sie auf die wahrscheinliche Identitat 
ihres Trisaccharids mit der ,,8-Glucosidomaltose“, die Ling und Nanji! 
bei der Einwirkung von Malz auf Amylopektin bei 70° erhalten hatten. 

Beim Celluloseabbau durch thermophile Bakterien wurden Glucose 
und Cellobiose als Hydrolysenprodukte isoliert. Durch Zugabe von anti- 
septischen Mitteln im Héhepunkt der Garung konnte Pringsheim?® eine 
solche Anreicherung dieser Zucker erreichen, daB sie mit Hilfe ihrer Osazone 
identifiziert werden konnten. Auch Woodman und Stewart? gewannen 
Anhaltspunkte fiir die Anwesenheit von Glucose beim Celluloseabbau 
durch ahnliche Organismen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zuckermengen untersucht, 
die unter verschiedenen Girungsbedingungen von bestimmten Starke 
und Cellulose angreifenden Bakterien gebildet werden, und die Zucker 
mit Hilfe ihrer Osazone identifiziert. 


Versuche. 
Kulturen. 

Als starkeabbauende Bakterien wurden gebraucht B. amylobacter 
Bredemann und B. saccharobutyricus liquefaciens, die hier als echte 
Buttersaurebakterien bezeichnet werden sollen, und Cl. acetobutylicum, 
der technisch wichtige Aceton-Butylalkoholbildner. 

Zum Celluloseabbau wurde eine urspriinglich aus Pferdemist 
gewonnene Kultur benutzt, die durch Pasteurisation und wiederholte 
Ubertragung in besondere Nahrbéden und endlich durch aerobe 
Plattenkultur gereinigt wurde’. In diesem Ziichtungsstadium wurde 
eine Kultur erhalten, die regelmaBig reduzierende Zucker als End- 
produkt lieferte. 

Stdrkegadrung. 

Der Nahrboden fiir alle starkevergirenden Organismen war eine 
6°%ige Paste aus Mehl. Die Ziichtung des beimpften Breies erfolgte 
bei verschiedenen Temperaturen, um die Wirkung dieses Faktors 
auf die Zuckerbildung zu beobachten. Der reduzierende Zucker wurde 
in Abstaénden wahrend der ganzen Garung bestimmt. 

Abb. 1 ist die graphische Darstellung der Zuckerbildung durch 
die echten Buttersiurebildner. Bei 38° wurde mehr Zucker gebildet 
als bei 28°. In einer dritten Gruppe von Flaschen, die in Abb. 1 nicht 
mit dargestellt ist, wurde CaCO, zur Neutralisation zugegeben und 
auf 28° erwirmt, aber die Neutralisation hatte keine besondere Wirkung 
auf die Zuckerbildung. 


1 A. R. Ling und D. R. Nanji, Journ. of chem. Soc. 123, 2666, 1923; 
127, 629, 1925. 

2 H. Pringsheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 266, 1912. 

8 H. E. Woodman und J. Stewart, Journ. agric. Sci. 18, 713, 1928. 

4 P. A. Tetrault, Doctor of Philosophy Thesis, University of Wis- 
consin, 1929. 




















Zuckerbildung aus Starke und Cellulose durch Bakterien. 


Abb. 2 zeigt die Bildung von reduzierenden Zuckern durch das 


































































Aceton-Butylalkohol-Bakterium unter verschiedenen Girungs- 
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Ende der wirksamsten Garungsperiode. Der gréBte Teil der Starke 
war zu dieser Zeit zerstért, und wahrend der nichsten 70 Stunden 
sank der Prozentsatz an Zucker sehr stark. Wurde die Temperatur, 
wenn die Garung kraftig im Gange war, erhéht (nach ungefahr 
20 Stunden), so wurde eine weit héhere Konzentration an Zucker er- 
reicht. Die héhere Temperatur (55°) hemmt die zuckerzerstérenden 
Enzyme, wihrend die Amylase ihre Wirksamkeit behilt. 

Die abnorme Garung in Kurve 3 zeigt, daB beim Ubergang von 
Sporen zu vegetativen Formen die stiarkeabbauende und zucker- 
bildende Wirkung von Cl. acetobutylicum friiher auftritt als seine 
anderen Funktionen, die Aceton- und Alkoholbildung. 


Cellulosegdrung. 


Der Nahrboden fiir die Garversuche mit Cellulose war der von 
Viljoen, Fred und Peterson', der 3°, zerfasertes Filtrierpapier enthalt. 
In den ersten Versuchsserien wurden alle Flaschen auf 55° erwirmt 
und die Wirkung von verschiedenen Neutralisierungsmitteln festgestellt. 
Die Konzentration an reduzierenden Zuckern wurde in jedem Falle 
nach Beendigung der Giarung bestimmt und schwankte zwischen 
0,06 und 0,26%. Die Bestimmungen wurden nach der Methode von 
Schaffer und Hartmann in der Modifikation von Stiles, Peterson und 
Fred ausgefiihrt?. Die gréBte Konzentration wurde in den mit NaOH 
neutralisierten Kulturen erhalten, die Kontrollversuche gaben in allen 
Fallen negative Resultate. Nachdem eine Temperatur von 55° als 
sehr geeignet festgestellt war, wurde bei dieser Temperatur ein 5 Liter- 
Giransatz durchgefiihrt. Die Kultur wurde nach Ablauf von 3 Tagen 
mit NaOH neutralisiert und die nach 9 Tagen erreichte Zucker- 
konzentration von 0,24 °,, als ausreichend zur Isolierung und Reinigung 
angesehen. 

Anreicherung des Zuckers. 

Die Garfliissigkeit wurde zunachst filtriert zur Entfernung un- 
léslicher Riickstaénde. Zu dem Filtrat aus den Versuchen mit Cl. aceto- 
butylicum wurde so lange Athylalkohol zugesetzt, bis auf erneuten 
Zusatz kein weiterer Niederschlag mehr fiel. Diese Methode zur Be- 
freiung der Lésung. von Eiwei8stoffen blieb jedoch unbefriedigend. 
da Zugabe von Bleiacetat eine weitere Fallung hervorbrachte. Deshalb 
wurde bei allen anderen Kulturen die Flissigkeit mit basischem Blei- 
acetat enteiweiBt und der Uberschu8 mit Schwefelwasserstoff entfernt. 

Nach Vertreibung des H,S mit Luft und Neutralisation der 
Lésungen wurden sie bei 60° eingeengt, um etwa vorhandene Disaccharide 


1 J. A. Viljoen, E. B. Fred und W.H. Peterson, Journ. agric. Sci. 16, 
1, 1926. 
2 H. R. Stiles, W. H. Peterson und E. B. Fred, Journ. bact. 12, 427, 1926. 
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nicht zu hydrolysieren. Nach Erreichung eines Volumens von 100 
bis 200cem wurde die Fliissigkeit nochmals geklirt und weiter zu 
einem dicken Sirup eingedampft. Dann wurde der Gehalt an redu- 
zierendem Zucker in jedem Sirup bestimmt. 


Darstellung und Identifizierung der Osazone. 


Zur Darstellung der Osazone wurde umkristallisiertes Phenyl- 
hydrazinhydrochlorid und Natriumacetat verwendet. Auf jedes Gramm 
Zucker in der entsprechenden Menge Sirup wurden 2 g Phenylhydrazin- 
hydrochlorid und 3g Natriumacetat zugegeben. Die Mischung wurde 
mit Wasser auf 20 ccm aufgefiillt und 20 Minuten im Wasserbade auf 
100° erhitzt. Die Kristalle wurden abfiltriert und die Mutterlauge auf 
lésliche Osazone von Disacchariden untersucht; diese .konnten jedoch 
in keinem Falle gefunden werden. Die Osazone wurden in heibem 
Pyridin gelést und in kaltes Wasser filtriert. Dieses Verfahren wurde 
so lange wiederholt, bis die Kristalle unter dem Mikroskop keine Ver- 
unreinigungen mehr zeigten. 

Nach Trocknung bei 100° wurden die Schmelzpunkte genommen 
und in Proben der Stickstoffgehalt nach der durch Milbauer modi- 
fizierten Kjeldahlmethode! bestimmt. Die Ergebnisse der Stickstoff- 
bestimmungen waren in jedem Falle niedriger als der theoretische 
Wert, selbst bei Verwendung von reinem Glucosazon. Auf die Ver- 
meidung von Stickstoffverlusten wurde durch Verbesserung der 
Reduktionsbedingungen (Lésen des Osazons in Alkohol und Ver- 
langerung der Reduktionszeit) viel Miihe verwendet, auch durch 
Verlingerung der Umsetzungszeit und durch Vermehrung des an- 
gewandten Oxydationsmittels (Kaliumpersulfat und  Kaliumper- 
manganat); aber da auf diese Weise héhere Stickstoffwerte erzielt 
werden, wurde der gesuchte Wert in keinem Falle gefunden. 

Wir blieben bei der Anwendung der Milbauerschen Methode, 
weil der Autor richtige Werte fiir Glucosazon angibt und weil wir 
in friiheren Arbeiten® * nach dieser Methode zufriedenstellende Analysen 
von den p-Nitrophenylhydrazonen von Acetaldehyd, Isovaleraldehyd 
und Valeraldehyd bekommen hatten. In diesem Zusammenhang 
méchten wir uns auf die Erfahrungen von Dakin und Dudley* beziehen, 
die gleichfalls keine theoretischen Stickstoffwerte fiir zyklische Ver- 
bindungen nach der Kjeldahlmethode erzielen konnten. Wir waren 
endlich gezwungen, die Milbawersche Methode zu verlassen und unsere 


' J. Milbaner, Zeitschr. f. anal. Chem. 42, 725, 1903. 

2 W.H. Péterson und E. B. Fred, Journ. of biol. Chem. 44, 29, 1920. 

3 E.G. Schmidt, W.H. Peterson und E. B. Fred, ebendaselbst 61, 
163, 1924. 

* H. D. Dakin und W. H. Dudley, ebendaselbst 17, 275, 1914. 
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Zuflucht zur Verbrennung nach Dumas zu nehmen. Wiederholte 
Analysen nach dieser Methode stimmten mit der Theorie iberein. 
Die Durchschnittswerte fiir verschiedene Bestimmungen nach beiden 
Methoden sind in Tabelle I zusammengestellt. 


Maltose, Cellobiose und Dextrine. 


Lésliche Osazone konnten nicht gefunden werden, woraus hervor- 
geht, daB keine Maltose oder Cellobiose vorhanden war. Bei dem 
Filtrat einer Cellulosekultur lieB einstiindige Hydrolyse mit 4 °,iger 
H,SO, bei 9 Atm. Druck den reduzierenden Zucker um annahernd 
50°, zunehmen. Nach EnteiweiBung mit Blei wurde jedoch durch 
Hydrolyse des Filtrats keine Zunahme erzielt. Diese Erscheinung 
konnte in den Kontrollversuchen nicht beobachtet werden. Dieses 
Resultat zeigt also die Anwesenheit von léslichen Kohlenhydraten 
in der Kultur an, die héher komplex als Cellobiose und mit Blei fall- 
bar sind. 

Tabelle 1. 


Durchschnittswerte fiir Stickstoffgehalt und Schmelzpunkt der Osazone. 





ties die Dini | N en N ae A i 
10 ! / 
i 

Cl. acetobutylicum ....... . | 14,78 15,66 204,5 
B. amylobacter Bredemann . Be | 14,73 15,45 203,5 
B. saccharobutyricus liquefaciens . . | 14,49 _ 201,5 
Cellulosevergirender Mikroorganismus || — 15,59 204,5 
Reine Glucose Lieminie wai eae S 14,93 15,62 2038,5 
Theoretischer Wert ........ | 15,64 15,64 203—205 * 


* Browne, Handbook of Sugar Analysis, John Wiley and Sons, New York 1912, S. 359. 


Zusammenfassung. 


Reduzierende Zucker wurden als Endprodukt der bakteriellen 
Giarung von Stiirke und Cellulose gefunden. Der Zucker wurde in beiden 
Fallen durch Schmelzpunkt und Stickstoffgehalt des Osazons als 
d-Glucose identifiziert. 

Bei der Starkegirung konnte keine Maltose und bei der Cellulose- 
girung keine Cellobiose gefunden werden. Es konnte die Anwesenheit 
eines léslichen Polysaccharids bei der Cellulosegarung nachgewiesen 
werden. 



































Uber die Verwertung der Oxydationsenergie des Alkohols bei 
der Muskelarbeit. 


Von 


Walter Fleischmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1930.) 


1. Einleitung. 


Die Erforschung der Wirkung des Alkohols auf die Kérperarbeit 
ist neben der groBen praktischen Bedeutung auch theoretisch fiir 
eine Reihe von Fragen der Stoffwechselphysiologie von Interesse. 
Insbesondere die oft umstrittene Frage, inwieweit Alkohol als Quelle 
der Muskelkraft angesprochen werden kann, gewinnt als fiir die experi- 
mentelle Untersuchung gut zugiinglicher Spezialfall des allgemein 
wichtigen Problems der Muskelphysiologie, ob nur Kohlenhydrate 
bei der Muskelarbeit als Energiespender herangezogen werden kénnen, 
an allgemein physiologischem Interesse. 


Rosemann' schloB sein kritisches Referat iiber diese Frage mit der 
Feststellung: ,,Ob die Muskelsubstanz die Energie des Alkohols nur indirekt 
ausnutzen kann, in Form von Kohlenhydrat, das durch die Alkohol- 
verbrennung erspart wird, oder ob auch direkt Alkoholenergie im Muskel 
in mechanische Energie tibergehen kann, das 1aBt sich durch den Stoff- 
wechselversuch tiberhaupt nicht endgiiltig entscheiden. Die Entscheidung 
dieser Frage wird man erst von einer Zeit erwarten kénnen, in der der 
Vorgang der Energieumwandlung bei der Muskelarbeit véllig aufgeklart 
ist.“ Ist zwar der Vorgang der Energieumwandlung bei der Muskelarbeit 
noch nicht restlos erforscht, so ist es doch durch die groBen Fortschritte 
der letzten Jahre auf diesem Gebiet méglich, am isolierten Muskel diese 
Frage zu studieren. Es erschien daher aussichtsreich, trotz der zahlreichen 
und eingehenden Untersuchungen iiber dieses Thema die Frage, ob Alkohol 
als Quelle der Muskelkraft dienen kann, erneut zu untersuchen. 

Zunichst sei der Stand des Problems dargelegt, wie er sich aus der 
vorliegenden Literatur ergibt. Die Tatsache, daB der zugefiihrte Alkohol 
im K6rper fast zur Ganze oxydiert wird, ist durch die sorgfailtigen Unter- 


1 R. Rosemann, Handb. d. Biochem. 8, 482, 1925. 
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suchungen von Atwater und Benedict! sichergestellt. Diese Autoren haben 
ferner im Ersatzversuch festgestellt, daB Alkohol einen Teil der zugefiihrten 
Nahrung nach ihrem kalorischen Wert ersetzen kann. Da diese Sparwirkung 
jedoch mit Giftwirkungen verbunden ist, wird praktisch nur ein kleiner 
Teil der Nahrung durch Alkohol ersetzt werden kénnen; ein gesunder, 
nicht an Alkohol gew6éhnter Mensch wird nur etwa 4 bis 7°, des taglichen 
Kalorienbedarfs durch Alkohol decken kénnen, ohne Vergiftungssymptome 
zu zeigen. Durch diese Untersuchungen waren die Meinungen mancher 
Autoren? widerlegt, die dem Alkohol jeden Nahrwert absprachen und ihn 
lediglich als Gift auffaBten. Es kann also als feststehend angenommen 
werden, da der Alkohol sowohl Kohlenhydrate wie Fette im Stoffwechsel 
isodynam vertreten kann. Daf’ der Alkohol die uns in bezug auf das Muskel- 
problem zunichst interessierenden Kohlenhydrate nicht nur einsparen 
kann, sondern sogar vor ihnen im Kérper verbrannt wird, ist von Durig* 
und seinen Mitarbeitern bewiesen worden. Einer Versuchsperson, der 
reichlich Glucose zugefiihrt wurde, so dali ihr respiratorischer Quotient 
lange Zeit gleich 1 erhalten werden konnte, wurde 30g Alkohol per os 
zugefiihrt. Der respiratorische Quotient sank sofort ab und blieb durch 
langere Zeit niedrig, und zwar vielfach niedriger, als er vor der Zucker- 
darreichung gewesen war, ein Beweis dafiir, dali Alkohol statt Zucker 
verbrannt wurde. In Versuchen mit gleichzeitiger Alkohol- und Glucose- 
zufuhr lag der respiratorische Quotient zu einer Zeit noch héher, zu der er 
im Versuch mit Glucosezufuhr allein langst abgesunken war. Es stand 
nun eben Kohlenhydrat zur Oxydation zur Verfiigung, das durch die 
Oxydation des Alkohols gespart worden war. Der Alkohol drangt also 
sogar die Oxydation der Kohlenhydrate zuriick und wird vor ihnen verbrannt. 


Wahrend das Problem der Verwertung des Alkohols im Stoffwechsel 
bei der Ruhe durch diese Untersuchungen ziemlich weitgehend geklart 
erscheint, wird die Frage komplizierter, wenn man die Verwendung des 
Alkohols im Kérper bei der Arbeit untersuchen will. Die alteren Versuche 
sind von Durig* eingehend kritisch erértert worden, so da hier nur das 
Wesentlichste rekapituliert werden soll. In erster Linie mute untersucht 
werden, ob iiberhaupt bei der Arbeitsleistung Alkohol verbrannt wird, 
was nach den Ergebnissen der Versuche von Atwater und Benedict ja zu 
erwarten war. In zweiter Linie muBte untersucht werden, in welchem 
Verhaltnis die zweifellos vorhandenen nutzlosen Mehrausgaben bei der 
Arbeitsleistung nach Alkoholzufuhr zu der aus dem Alkohol gewonnenen 
Energie stehen, ferner ob durch die Giftwirkung des Alkohols die Ausnutzung 
der iibrigen aus der Verbrennung von Nahrungsmitteln entstammende 
Energie eine geanderte ist. Drittens war die Frage zu entscheiden, ob der 
Muskel selbst bei seiner Arbeit Alkohol verbrennen kann, ob also die fiir 
die Muskelarbeit notwendige Energie aus der Oxydation des Alkohols im 
Muskel selbst, also direkt gespendet werden kann, oder ob der Alkohol 
an anderer Stelle im Organismus, etwa in der Leber oxydiert wird und so 
nur Energie der Kohlenhydrate, die allein zur Energielieferung im Muskel 
selbst herangezogen werden wiirden, spart, also nur indirekt Energie fiir 


1 W.O. Atwater und F’. G. Benedict, Mem. nat. acad. of scienc. Washing- 
ton 8, 6.mem., 1902. 

2 Vgl. z. B. M. Kassowitz, Pfliigers Arch. 90, 421, 1902. 

3 O. Tégel, E. Brezina und A. Durig, diese Zeitschr. 50, 296, 1913. 

4 A, Durig, Pfliigers Arch. 118, 314, 1906. 
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die Muskelarbeit spendet. Diese letzte Frage hat wohl mehr theoretisches 
als praktisches Interesse. Mit Riicksicht auf den Umstand, da® ein GroBteil 
der Literatur iiber den Alkohol verfaBt wurde, um etwas fiir oder gegen 
die ZweckmaBigkeit des Alkoholkonsums zu beweisen, ist es vielleicht nicht 
iiberfliissig zu betonen, da®B die Entscheidung der Frage der energetischen 
Verwertung des Alkohols bei der Muskelarbeit gar nichts fiir oder gegen 
die ZweckmaBigkeit des Alkoholkonsums beweisen kann. ,,Es sollte nicht 
vergessen werden, dafi die Zweckmabigkeit des Alkohols als ein Teil der 
Ernihrung bei der Muskelarbeit durch die hier diskutierten engeren Frage- 
stellungen nicht entschieden wird“, so schrieben Atwater und Benedict 1902. 


Die beiden ersten Fragen erscheinen durch die exakten Forschungen 
von Atwater und Benedict, sowie von Durig geklart. Atwater und Benedict 
fiihrten drei Versuche von 3 bis 4 Tagen mit genauer Bilanz des gesamten 
Stoff- und Kraftwechsels mit und ohne Alkoholzufuhr aus, wobei sie die 
Versuchsperson taglich 8 Stunden Arbeit am Ergometerzweirad verrichten 
lieBen. Da®8 Alkohol bei der Muskelarbeit verbraucht wird, geht wohl aus 
diesen Versuchen eindeutig hervor, doch inwieweit diese Verbrennung 
zweckmaig war, kann aus den Versuchen, wie die Autoren selbst betonen, 
nicht entnommen werden. Wie Durig in seiner Besprechung dieser Arbeit 
hervorhebt, war der Betrag der von den Versuchspersonen im Tage ge- 
leisteten Arbeit nicht sehr hoch und neben dieser besonders gemessenen 
Arbeit wurde auch eine recht betrachtliche Arbeit durch die gewéhnlichen 
tiglichen Verrichtungen der Versuchsperson geleistet. Diese Umstiande 
erschweren die Beurteilung der Versuchsergebnisse von Atwater und Benedict 
in bezug auf den Wirkungsgrad des Muskels bei einer Muskelarbeit unter 
Alkoholwirkung. 


Die Selbstversuche, die Durig iiber den Einfluf des Alkohols auf die 
Steigarbeit am 2400m hohen Bilkengrat (Rhitikon) durchfiihrte, ver- 
mieden diese Fehlerquellen und konnten daher bedeutend mehr iiber die 
Verwertung des Alkoho]s bei der Muskelarbeit aussagen. Durig stieg wihrend 
eines Sommers im Respirationsversuch wiederholt auf den Bilkengrat und 
nahm dann, als die Analysen zeigten, da maximales Training erzielt 
worden sei, dieselben Aufstiege wieder vor, jedoch wurde diesmal vor 
Versuchsbeginn 30g Alkohol genossen. Aus den Versuchen Durigs geht 
sehr deutlich hervor, dali waihrend des Marsches nicht nur Alkohol ver- 
brannt wird, sondern daB man auch annehmen kann, daf zumindest ein 
Teil der dadurch verfiigbar gewordenen Energie vom Kérper ausgenutzt 
und auch zur Leistung von Arbeit herangezogen wird. Es ergab sich ferner, 
daB die respiratorischen Quotienten, die im Normalversuch wiahrend des 
Aufstiegs in demselben MaSe als Kohlenhydrate verbrannt wurden, ab- 
sanken, im Alkoholversuch konstant blieben oder sogar anstiegen. Daraus 
ergab sich der SchluB, daB dem Kérper nach Alkoholzufuhr zu einer Zeit 
noch reichlich Kohlenhydrat zur Verfiigung stand, da dieses in parallelem 
Normalversuch schon zum GroBteil verbrannt war. Es war also die An- 
nahme berechtigt, daB nicht nur Alkohol wahrend des Aufstiegs verbrannt 
wird, sondern durch dessen Verbrennung eine Ersparnis an Kohlenhydrat 
erzielt wird, daB also Arbeit direkt oder indirekt auf Grund von Verbrennung 
von Alkohol geleistet wird. Auch der Vergleich der GréBe des Energie- 
umsatzes pro Minute des Normalversuchs (und zwar fiir jene Marsch- 
geschwindigkeit, die in den Versuchen nach Alkoholgenuf eingehalten 
wurde) plus der Verbrennungswarme, die sich im Mittel fiir die Oxydation 
des zugefiihrten Alkohols pro Minute ergeben wiirde, mit dem tatséchlich in 
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den Versuchen nach Alkoholgenuf gemessenen Energieumsatz laiBt es als 
ausgeschlossen erscheinen, ,,dafs der Alkohol bei der Muskelarbeit nutzlos 
nur, um eliminiert zu werden, verbrannt wird. Er mu zur Deckung eines 
nicht unbetrachtlichen Teiles der Ausgaben waihrend des ganzen Anstiegs 
herangezogen werden, was wiederum zu dem SchluB fithrt, da®B Alkohol 
wenigstens zu einem Teile Nahrungsstoffe bei der Lieferung der Energie 
fiir die Muskelarbeit vertreten kénne‘‘. Die Resultate Durigs beziiglich 
der Okonomie des Alkoholgenusses bei der Steigarbeit sind mit vorliegender 
Versuchsreihe in geringerem Zusammenhang und es sei nur der Vollstandig- 
keit halber auf sie verwiesen. 

Van Hoogenhujze und Nieuwenhuize! kommen auf Grund von Respira- 
tionsversuchen ebenfalls zu dem SchluB, daB der Alkohol bei der Muskel- 
arbeit energetisch ausgenutzt wird. Die Untersuchungen von Voltz und 
Baudrexel* ergaben, dais beim Hunde sowohl in der Ruhe wie bei der Arbeit 
90 bis 97°, des per os zugefiihrten Alkohols zur Bestreitung des Energie- 
bedarfs herangezogen wird, wihrend der Rest durch Harn und Lunge 
unverbrannt ausgeschieden wird. Uber das Verhalten des Eiweibstoff- 
wechsels bei Alkoholzufuhr und Muskelarbeit wurden im Institut Rosemanns 
eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt (Krieger*®, Sommerkamp*), die wohl 
alle zugunsten der Auffassung sprechen, dali Alkohol bei der Muskel- 
arbeit auch eiweiiisparend wirken kann. 


Wenn nun die dritte Frage — die Frage nach der Oxydation des 
Alkohols im Muskel selbst — erértert werden soll, so ist das vorliegende 
Untersuchungsmaterial nicht ganz eindeutig. Hamill® durchstrémte isolierte 
Kaninchenherzen mit einer Ringerlésung, die 0,3 % Athylalkohol enthielt, 
und fand, da der Alkohol teilweise aus der Durchstrémungsfliissigket 
verschwand. Da er gleichzeitig eine analeptische Wirkung dieser Alkohol- 
konzentration auf die Herzkontraktionen fand, sprach er die Ansicht aus, 
da®B der Herzmuskel den Alkohol direkt verwerten kann. W. Fischer® 
wiederholte am iiberlebenden Katzenherzen diese Versuche mit sehr ver- 
besserter Methodik. Die Coronararterien wurden von der Aorta aus nach 
der Methode von Rohde rhythmisch durchspiilt. Die Anwendung eines 
geschlossenen Systems erlaubte volumetrische Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauchs, eingeschaltete Flaschen mit Barytwasser die chemische Be- 
stimmung der Kohlenséureproduktion und damit Ermittlung des respiratori- 
schen Quotienten. Das Resultat der Versuche Fischers war: Der Alkohol 
verschwand aus der Nahrlésung, und zwar in Mengen, die bei vélliger 
Oxydation bis zu Kohlenséure und Wasser hinreichten, um einen grofen 
Prozentsatz des Energiebedarfs des Herzmuskels zu decken. Das Ab- 
sinken des respiratorischen Quotienten auf Werte um 0,7 spricht fiir eine 
vollstandige Oxydation des Alkohols. Die Versuche sind also, abgesehen 
von folgendem Einwand, den Fischer in vorbildlicher Selbstkritik erhebt, 
im Sinne einer direkten Verwertung des Alkohols durch den Herzmuskel 


1 C.J. C. van Hoogenhujze und J. Niewwenhuize, Acad. Wetenschapp. 
Amsterdam 21, 75, 1913; zitiert nach M.Kochmann, Handb. d. Pharm. 
1, 262, 1923. 

2 W. Véltz und A. Baudrezel, Pfliigers Arch. 142, 47, 1911. 

8’ K. Krieger, ebendaselbst 151, 479, 1913. 

* H. Sommerkamp, ebendaselbst 204, 528, 1924. 

5 P. Hamill, Journ. of physiol. 39, 476, 1910. 

® W. Fischer, Arch. f. exper. Pathol. 80, 93, 1916. 
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zu deuten. Der tiefe respiratorische Quotient kénnte vielleicht nicht durch 
vollstandige Oxydation des Alkohols, sondern durch einen Abbau des 
Alkohols bis zum Acetaldehyd zustande kommen. Er betont daher, daB 
erst die Entscheidung der Frage, ob der Alkohol wirklich vollkommen 
oxydiert wird oder nur bis zum Acetaldehyd abgebaut wird, endgiiltige 
Entscheidung wird bringen kénnen. AKlewitz!, der neuerdings isolierte 
Kaninchenherzen mit alkoholhaltiger Nahrlésung durchstrémte, stellte 
ebenfalls ein Verschwinden des Alkohols aus der Nahrlésung fest, laBt es 
aber unentschieden, ob es sich hier um eine Verwendung des Alkohols 
durch den Herzmuskel oder um Diffusionsvorginge, Speicherung durch 
die Zellipoide oder dergleichen handelt. 

Derartige Diffusionsvorgange, ferner die Méglichkeit von Verdampfung 
des Alkohols sind wohl die Ursache, warum Versuche, den Alkohol durch 
iiberlebende Warmbliitermuskulatur in vitro durch Oxydation zum Ver- 
schwinden zu bringen, keine brauchbaren Resultate ergaben, wie z. B. die 
Untersuchung von Messner® zeigt. Auch der Befund von Ahlgren*®, daB 
Froschmuskulatur im Methylenblauversuch Alkohol dehydrieren kénne, 
ist angesichts der Vieldeutigkeit der mit dieser Methode gewonnenen 
Resultate schwer zu verwerten. Dasselbe gilt von den Versuchen Battellis 
und Sterns*, die wohl in der itiberlebenden Leber, aber nicht in der Muskulatur 
eine Alkoholoxydase nachweisen konnten. Vom heutigen Standpunkt der 
Fermentchemie erscheint es aber sehr fraglich, ob es sich in diesen Ver- 
suchen wirklich um das bei der Alkoholoxydation im lebenden Kérper 
wirksame Ferment gehandelt hat. 


Um die Frage nach der Oxydation des Alkohols durch die Mus- 
kulatur zu entscheiden, erschienen zwei Wege gangbar: 1. Die mikro- 
spirometrische Bestimmung des respiratorischen Quotienten in der 
Erholungsperiode isolierter Kaltbliitermuskulatur mittels der von 
Warburg und Meyerhof ausgearbeiteten Methoden, 2. die Verfolgung 
des chemischen Abbaues des Alkohols iiber den Acetaldehyd mittels 
des Abfangverfahrens voh Newberg. 


2. Versuche iiber die Beeinflussung des respiratorischen Quotienten. 


Zur Klarstellung der Frage, ob eine Substanz direkt als Quelle 
der Muskelkraft anzusehen ist, kann, wie Meyerhof® zeigte, die Unter- 
suchung des respiratorischen Quotienten isolierter Muskeln mit Vorteil 
herangezogen werden. Infolge der iibersichtlichen Versuchsbedingungen 
kénnen die Ergebnisse solcher Versuche oft eindeutiger sein als die 
bei Untersuchung des Gesamtstoffwechsels gewonnenen. So schlieBt 
Meyerhof aus seinen Befunden, dai der respiratorische Quotient in 
der Erholungsperiode etwas iiber 1 liegt, daB bloS Milchséure oder 


~ 


". Klewitz, Arch. f. exper. Pathol. 99, 250, 1923. 
. Messner, Inaug.-Diss. GieBen 1913. 
7, Ahigren, Acta med. scandin. 57, 508, 1923. 
F. Battelli und L. Stern, C. r. soc. biol. 67, 419, 1919; 68, 5, 1910 
diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 
5 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 158, 218, 1925. 
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Kohlenhydrat direkt zur Energielieferung bei der Muskelarbeit heran- 
gezogen werden kann. Bereits die erste Untersuchung von T'hunberg! 
mittels seines Mikrorespirometers am isolierten Froschmuskel ergab 
einen respiratorischen Quotienten von fast genau 1. Meyerhof* fand 
den respiratorischen Quotienten in der Erholungspreiode am_ iso- 
lierten Froschmuskel gleich 1,02, in spateren Versuchen (gemeinsam 
mit R. Meier®) in der Ruheatmung gleich 1,06. Hingegen fand Fenn ‘einen 
Wert von 0,92 fiir die Ruheatmung, 0,93 fiir die Atmung des arbeitenden 
Muskels. Der Autor laBt es dahingestellt sein, ob diese tiefen Werte 
auf Nachteilen seiner Methode (nichtquantitative Erfassung der 
retinierten Kohlenséure) oder auf dem Umstand beruhen, dafB neben 
den Kohlenhydraten auch geringe Mengen anderer Substanzen (Fette, 
EiweiB8) verbrannt werden. Oppenheimer® kommt auf Grund der Be- 
funde Meyerhofs zu cer Ansicht, daB man als Arbeitshypothese an- 
nehmen diirfe, dafB nur Kohlenhydrate im weiteren Sinne, also Sub- 
stanzen, die ungefahr das Atomverhaltnis C, H2,O, aufweisen, direkt 
zur Energielieferung im Muskel herangezogen werden. 

Es erschien also gerechtfertigt, auch fiir das Problem der Alkohol- 
verwertung im Muskel das Verhalten des respiratorischen Quotienten 
bei der Muskelarbeit heranzuziehen, und zwar erschien die Unter- 
suchung des respiratorischen Quotienten wahrend der Erholungs- 
periode (oxydative Phase des Kontraktionsvorganges) aus folgenden 
Griinden geboten. 

Der erste Grund war ein rein methodischer. Zwar geben im all- 
gemeinen sowohl die Ruheatmung wie die Gesamtatmung des 
arbeitenden Muskels d'eselben respiratorischen Quotienten, die man 
bei der Untersuchung der Erholungsperiode allein findet. Nun ist 
aber bekannt, daB Alkohol die Milchsdiurebildung steigert, wahrend 
er die Atmung hemmt. So wird nach Versuchen Meyerhofs® im 
Muskelbrei in 3,5- bis 7°. igem Athylalkohol die Milchsaéurebildung 
um 30 bis 40 %, gesteigert, die Atmung um etwa denselben Be- 
trag gehemmt. Ahnlich wirkt Alkohol beim intakten Muskel. Durch 
solche gegensinnige Beeinflussung von Milchsdéurebildung und Atmung 
kann aber, wie uns Vorversuche lehrten, sehr leicht ein falscher 
respiratorischer Quotient vorgetéuscht werden, indem durch die Milch- 
siureanhéufung die AtmungsgréBe (Oxydationsgeschwindigkeit) nicht 
konstant bleibt; dadurch und durch den Umstand, da8B die Diffusions- 


1 T. Thunberg, Festschrift fiir Hammarsten, Upsala 1906. 

2 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 88, 1919. 

3 O. Meyerhof und R. Meier, ebendaselbst 208, 458, 1924. 

4 W.O. Fenn, Amer. journ. of physiol. 88, 309, 1927. 

5 C. Oppenheimer, Der Mensch als Kraftmaschine. Leipzig 1921]. 
® O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 
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geschwindigkeiten der Kohlensiure und des Sauerstoffs aus dem bzw. 
in das Gewebe verschieden groB sind, werden die Ablesungen inkonstant. 
Der zweite Grund war der, daB eine Verbrennung des Alkohols, wenn 
iiberhaupt, nur in der Erholungsperiode, also in der oxydativen Phase 
des Kontraktionsvorganges stattfinden kann. Wahrend in der ersten 
anaeroben Phase nach der insbesondere von Hill und Meyerhof ent- 
wickelten Theorie lediglich Milchsiure aus Kohlenhydrat entsteht, 
wird in der zweiten, oxydativen Phase die Milchsiure unter Aufwand 
von Oxydationsenergie wieder in die Ausgangsform zuriickverwandelt. 
Hier besteht also die theoretische Méglichkeit, daB diese Oxydations- 
energie durch Verbrennung von anderen Substanzen, etwa von Alkohol, 
geliefert wird. 


DaB diese Versuche nur an Kaltbliitermuskulatur durchgefihrt 
werden konnten, ergab sich aus dem Umstand, da genaue Bestim- 
mungen des respiratorischen Quotienten wohl an isolierten Frosch- 
muskeln gelingen, aber an Warmbliitermuskulatur keine eindeutigen 
Resultate ergeben, wie z. B. die Versuche von 7'akane! am Zwerchfell 
der Ratte, sowie vor allem die auBerordentlich sorgfaltig ausgefiihrten 
Versuche von Himwich und Castle? an Extremititenmuskulatur vom 
Hund zeigen; dies hangt wohl mit der gréBeren Empfindlichkeit und 
der daraus resultierenden leichteren Schadigung des Warmbliiter- 
gewebes zusammen. Auch ist die aus den oben angefiihrten Griinden 
winschenswerte Untersuchung der isolierten Erholungsperiode nur 
beim Froschmuskel durchfiihrbar. 


Methodik?®. 


Es wurde die von Meyerhof* angegebene Methodik verwendet. Es 
gelangten der Musculus gastrocnemius kleinerer oder der Musculus sartorius 
gréBerer Exemplare von Rana esculenta zur Untersuchung. Die Frésche 
fiir die Alkoholversuche wurden 6 Stunden vor Versuchsbeginn in 2 °,igen 
Alkohol gesetzt, um eine griindliche Versorgung mit Alkohol zu erreichen, 
sodann wurden die Frésche getétet und sowohl bei den Alkoholfréschen 
wie bei den normalen Kontrollen am Nerv-Muskelpraparat vom Nerven 
aus mit dem Induktionsapparat (etwa 30 Unterbrechungen pro Sekunde) 
3, Stunden lang mit kurzen Erholungspausen gereizt, wobei die Muskeln 
fiir die Alkuholversuche in 0,6 °%,igem Alkohol (in Ringer), fiir die Normal- 
versuche in Ringer suspendiert waren, sodann wurden die isolierten Muskeln, 
und zwar je ein Sartorius- oder Gastrocnemius desselben Tieres in zwei 
gleiche AtmungsgefiBe des Warburgschen Apparats:gebracht, indem der 
Muskel an beiden Enden mittels Platinhakchen so befestigt wurde, da®B er 


1 R. Takane, diese Zeitschr. 171, 403, 1926. 

2 H. E. Himwich und W. B. Castle, Amer. journ. of physiol. 88, 92, 1927. 

% Bei der Ausfiithrung der Versuche wurde ich von Herrn cand. med. 
E. Trevani unterstiitzt, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle bestens danke. 

40. Meyerhof, Pfliigers Arch. 175, 80, 1919. 
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ausgestreckt in der Fliissigkeit suspendiert war. Die Untersuchungsfliissig- 
keit war sauerstoffgesattigter Ringer bzw. 0,6°,iger Alkohol in Ringer. 
Die Ansatzbirne enthielt in dem zweiten Gefib 0,5 cem 5°,ige Kalilauge, in 
dem ersten GefaB 0,5 cem 20% ige H,PO,. Die Phosphorsaéure wurde nach 
der Vorschrift Meyerhofs am Ende des Versuchs in die Ringerlésung ein- 
gekippt, um die im Muskel retinierte Kohlensiure auszutreiben. Der 
Gasraum enthielt reinen Sauerstoff. 

Der im zweiten Manometer auftretende negative Druck ho, war zur 
Ganze auf den verschwundenen Sauerstoff zu beziehen, woraus sich aus 
der Formel 

%}, = ho, - ko, 


der wirkliche Sauerstoffverbrauch x9, berechnen lieS. Der im ersten 
Manometer auftretende Druck war ebenfalls negativ, denn, obwohl er die 
Differenz zwischen der entstehenden Kohlenséure und dem verschwindenden 
Sauerstoff ausdriickt, fiel er doch wegen der weitaus gréBeren physikalischen 
Absorption der Kohlenséiure durch die Fliissigkeit negativ aus. Da sich 
der Manometerdruck H aus zwei Komponenten, dem Druck des verschwun- 
denen Sauerstoffs ho, und dem Druck der entstehenden Kohlensaéure heo, 
zusammensetzt, nach der Gleichung H = ho, + hco,, worin H der ab- 
gelesene Druck des ersten Manometers, hg, aus der Ablesung des zweiten 
Manometers bekannt war, so war der positive Druck der entstehenden 
Kohlensaure he 0, 
heo, = H — ho. 


Es konnte jetzt die Kohlenséiureproduktion nach der Formel 
TCO, = hoo, . keo, 

berechnet werden. Nun war Kohlenséureproduktion und Sauerstoff- 
verbrauch bekannt, wodurch sich der respiratorische Quotient ermitteln lieb. 

Die Normalversuche sind in Tabelle I zusammengestellt. Sie 
ergeben im Durchschnitt einen respiratorischen Quotienten von 1,06, 

y ° ° . y 

also gute Ubereinstimmung mit den Werten Thunbergs und Meyerhofs. 
Die Alkoholversuche (Tabelle II) ergeben einen respiratorischen Quo- 
tienten von durchschnittlich 0,87. Die Werte schwankten zwischen 


0,84 bis 0,90, so daB sich eindeutig bei den Alkoholversuchen eine 
Senkung des respiratorischen Quotienten ergibt. 


Die genauen Versuchsbedingungen sind aus den beiden  mit- 
geteilten Protokollen] und 2 zu entnehmen. Die Schwankungen 
der Werte sind innerhalb der Fehlergrenze der Methodik. Es wurden 
von den zahlreichen Versuchen nur diejenigen mitgeteilt, be’ denen 
die GréBe der Gewebsatmung und die geringen Schwankungen der 
Druckdifferenzen darauf hinwieser, daB keine wesentliche Schadigung 
der Muskeln eingetreten war. Die pro Gramm und Stunde verbrauchte 
Sauerstoffmenge (letzter Stab der Tabellen) war von derselben GréBen- 
ordnung wie in den analogen Versuchen Meyerhofs. Sie variierte in 
unseren Versuchen von 57 bis 106 ccm Sauerstoff pro Gramm und 
Stunde. 
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Eine narkotische Wirkung des Alkohols im Sinne einer Herab- 


setzung der Oxydationsgeschwindigkeit w 


‘ 
€ 


ur, wie bei der geringen 


Konzentration zu erwarten, weder in den mitgeteilten Versuchen 
noch in eigens zur Feststellung dieses Tatbestandes unternommenen 


Parallelversuchen nicht 


Tabelle I. 


zu beobachten!. 


Normalversuche. 








Muskel Gewicht O, pro Std. COs, pro Std Resp. Quotient O2 prog u. Std 
g cmm emm ecmm 
Gastrocnemius 0,35 — 20 — 22 1,10 — 57 
, — — §2 — 34 1.06 - 
Sartorius. 5 0,36 — 37,4 — 37,9 1,01 104 
Durchschnitt 1.06 
Tabelle II. Alkoholversuche. 
rewic ) Std. \O<e o Std. ‘ og st 
Muskel Gewicht Op» proStd. CO, pro Std Resp. Quotient Op» prog u. Std. 
g ecmm emm ecmm 
Gastrocnemius 03 - 34 28,7 0,84 113 
” 0,27 — 24 21 0,88 8Y 
m -- — 25 22.5 0,90 
Sartorius. 0,20 — 19,5 17.4 0,89 97 
‘ 0,16 17,0 14,6 0.86 106 
Durchschnitt 0,87 


Protokoll 1. 


Sartorius (0,30 g) vom nicht vorbehandelten Frosch. Der Muskel wurde vom 


Nerven aus in Ringer 1 


Stunde lang gereizt. 


Versuchstemperatur 1 





ov. 
GefiB 1 GefaB 2 
Gasraum “een Og Oo 
Volumina in cem . . U6 aa * 2 7 
vp = 8,5 Up 8,5 
Einsatz 20% H;PO, 5° KOH 
GefaSkonstanten in qmm ko, 0,78 ke. 0,78 
keo, = 1,58 : 
Druckanderung nach 30 Min. . — 15mm — 28mm 
— — « — 26 mm 48 mm 
Das Einkippen der Hz PO, bewirkt Druckinderung + 2mm 
Daher Druckanderung insgesamt H=—24mmho, 48 mr 


Berechnung: , 2, 
ho bo 
“COs 


Resp. Quotient 


— 48 .0,78 — — 37,4 cmm. 

—?24+ 48 = +24mm. 
24 . 1,58 +. 37,9 emm. 

37,9 

x=, 1,01. 

37,4 


1 Uber den Gasstoffwechsel der Muskulatur vgl. O. Fiirth, Handb. d. 
Biochem. 2. Aufl., 8, 32, 1924. 
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Protokoll 2. 
Sartorius (0,20 g) vom Frosch, der 6 Stunden in 2 °,igem Alkohol vorbereitet 
wurde. Der Muskel wurde vom Nerven aus in 0,6°,igem Athylalkohol in 
Ringer 1 Stunde lang gereizt. Versuchstemperatur 15°. 








Gefab 1 Gefaib 2 
I eels abe te) 5) nied rrpet dae inten, A Brkt Og Og 
ee ea er ee ie = ta U% 7,7 
Up 8,5 Up 8,5 
a, ee er Se F 5°, KOH 
GefaBkonstanten in qmm. ..........1{ ko, 0,78 ko, 0,78 
keo, = 1,58 
Druckanderung nach 30 Min. . ........ — 9mm — 15mm 
- Ae po il ee re ee a ae eer —17mm — 25 mm 
Das Einkippen der H, PO, bewirkt Druckaénderung +3mm 
Daher Druckanderung insgesamt ....... > H=—14mm iy. =—25mm 
Berechnung: 2%, — 25. 0,78 = —19,5cemm. 
heo, —= —14 + 25 +11 mm. 
TOO, 11 .1,58 = + 17,4cemm. 
17,4 
Resp. Quotient = = 0,89. 
oo 19,5 


3. Versuche iiber den Abbau des Alkohols, 

Wahrend aus den oben angefiihrten Griinden die Untersuchung 
der Oxydation des Alkohols durch chemische Ermittlung der ver- 
schwundenen Menge des zugefiihrten Alkohols wenig aussichtsreich 
erscheint —- muB doch z. B. auch bei der notwendigen Durchliiftung 
mit einer Verdampfung des Alkohols gerechnet werden —-, ist es weit 
zweckmaBiger, durch Festlegung des ersten Abbauprodukts bei der 
Alkoholoxydation, nimlich des Acetaldehyds, den Abbau des Alkohols 
einwandfrei nachzuweisen. Die von C. Newberg und seinen Mitarbeitern ! 
ersonnene Abfangmethode gestattet uns ja einen tiefen Einblick in 
den intermediaren Stoffwechsel nicht nur der Kohlenhydrate, sondern 
auch des Athylalkohols. Die Abfangmethode Neubergs besteht im 
Prinzip darin, daB Aldehyde ganz allgemein imstande sind, sich mit 
Bisulfiten additiv zu verbinden. Setzt man nun einem Brei von Warm- 
bliitergewebe in physiologischer Lésung suspendiert das unlésliche, 
daher fiir die Zellen unschadliche, sekundare Calciumsulfit zu und 
1a4Bt die Suspension im Brutschrank stehen, so verbindet sich der im 
Zellstoffwechsel entstehende Aldehyd mit dem Sulfit und kann daher 


1 ©. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberg 
und LE. Reinfurth, ebendaselbst 89, 365, 1919; Ber. 52, 677, 1919; diese 
Zeitschr. 106, 281, 1920. 
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nicht weiter abgebaut werden. Nach SchluB des Versuchs kann dann 
der Aldehyd durch Destillation befreit und im Destillat quatitativ 
bestimmt werden (Neuberg und Gottschalk). Mit dieser Methode 
konnten Neuberg und Gottschalk weitgehenden Einblick in die Herkunft 
und Bildung des Acetaldehyds im intermediiren Stoffwechsel ge- 
winnen. So setzten Neuberg und Gottschalk eine Reihe von Substanzen 
der Zucker- und Fettreihe einer Suspension von Muskel- oder Leberbrei 
und sekundaérem Calciumsulfit in Tyrodelésung zu und untersuchten, 
ob und wieviel mehr an Aldehyd gebildet wurde als in den Kontrollen. 
Die Autoren betonen, daB dieser Weg geeignet sei, festzustellen, ob 
ein Stoff durch Zellen warmbliitiger Tiere zu Acetaldehyd abgebaut 
wird. Zu den stiarksten so ermittelten Aidehydbildnern gehérte Athyl- 
alkohol; in Versuchen mit Leberbrei steigerte er die Aldehydproduktion 
um mehr als 200°... Versuche mit dem uns interessierénden Muskel- 
gewebe teilen die Autoren nicht mit. Eine Erginzung dieser Unter- 
suchung in dieser Richtung erschien aber im Rahmen dieser Arbeit 
geboten, weil vor allem von Battelli und Stern? stets betont wurde, 
daB nur in der Leber, nicht aber in der Muskulatur sich eine Alkohol- 
oxydase finde, fiir die sie den Namen Hepatoalkoholase vorschlugen. 
Weiter sollte bei positivem Ausfall der Zusatzversuche festgestellt 
werden, ob bei Zusatz von Alkohol, aber ohne Zusatz eines Abfange- 
mittels sich gréBere Mengen von Acetaldehyd anhaufen oder ob sie 
weiter oxydiert werden. Dies war notwendig, weil W. Fischer gegen 
seine eigenen Untersuchungen am Herzmuskel das Bedenken geltend 
gemacht hatte, das Verschwinden des Alkohols aus der Nahrlésung 
und die tiefen respiratorischen Quotienten kénnten davon herriihren, 
daB der Alkohol nur bis zum Acetaldehyd, nicht aber bis zu Kohlen- 
saure und Wasser oxydiert wiirde, ein OxydationsprozeB, der energetisch 
fast bedeutungslos ware*. Dieser Einwand gilt natiirlich fiir alle 
Untersuchungen am isolierten Muskel, die das Verschwinden des Alkohols 
oder die Senkung des respiratorischen Quotienten als Beweis fiir die 
Oxydation des Alkohols, also fiir die Verwertung seiner Oxydations- 
energie durch den Muskel selbst gelten lassen. 


Es erschien ferner wichtig, nachzuweisen, dab die Aldehydbildung 
aus Alkohol blausiureempfindlich ist, weil man dadurch den Beweis 
erbringen kann, daB es sich um einen TeilprozeB der Gewebsatmung 


1 C. Neuberg und A. Gottschalk, Klin. Wochenschr. 2, 1485, 1923; diese 
Zeitschr. 146, 164, 1924. 

2 F. Battelli und L. Stern, 1. c.; ferner Ergebn. d. Physiol. 12, 96, 1912. 

8 Die Verbrennungswirme des Athylalkohols ist namlich 7,07 Kal. 
pro Gramm, die des Acetaldehyds 6,33 Kal. pro Gramm. Die Oxydation 
des Alkohols bis zum Aldehyd liefert also nur rund 10°, der bei der Oxy- 
dation des Alkohols bis zu CO, und H,0O frei werdenden Energie. 
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handelt. (Gottschalk! hatte angegeben, daB die spontane Aldehyd- 
bildung aus tiberlebendem Warmbliitergewebe obligat an die An- 
wesenheit von Sauerstoff gebunden ist. Sie ist gegen Blauséure un- 
gemein empfindlich und wird schon durch n/1000 HCN vollkommen 
gehemmt. Dagegen ist die durch Leberbrei bewirkte Umwandlung 
von Brenztraubenséure in Acetaldehyd nicht blausaiureempfindlich, 
da es sich hier nicht um eine Oxydation (Brenztraubensaure steht 
auf derselben Oxydationsstufe wie Acetaldehyd), sondern um eine 
Decarboxylierung handelt. 


Ferner sollte die Untersuchung nicht nur die Skelettmuskeln, 
sondern auch die Muskulatur des Herzens sowie die glatte Muskulatur 
umfassen. 


Methodik. 


Es wurden die von Newberg und Gottschalk gegebenen Vorschriften 
befolgt. Die Tiere (Meerschweinchen) wurden entblutet, die Muskulatur 
der Extremitaéten mit der Schere duerst fein zerteilt und in Portionen 
von je 15g in phosphatgepufferter Tyrodelésung suspendiert. Zu jedem 
Ansatz wurde, wo nicht in den Protokollen ausdriicklich anders ver- 
merkt, 3 ccm Toluol oder 0,7 g Optochin. basic. als Antisepticum zugesetzt, 
sowie die Suspension mit 1,5g frisch gefallten Calciumsulfits versetzt 
und 24 Stunden im Brutschrank unter mehrmaligem Umschiitteln bei 
37° stehengelassen. Fiir die Versuche an Herz und glatter Muskulatur 
wurde ein Hund in leichter Athernarkose durch Entbluten aus der Carotis 
getétet. Die glatte Muskulatur wurde durch Préparation der Muscularis 
des Magens und Duodenums gewonnen. Die genauen Ansiitze finden sich 
in den Protokollen. 

Das Calciumsulfit wurde nach folgender Vorschrift (Neuberq und 
Reinfurth?) dargestellt: 100 g wasserfreies oder 200 g wasserhaltiges sekun- 
dares schwefligsaures Natrium in 500 cem Wasser gelést wurde mit 175 ccm 
einer konzentrierten heiBen Lésung von CaCl, + 6H,O versetzt. Im 
ersten Augenblick fallt das schwefligsaure Calcium gelatinés aus, wird 
aber beim Umriihren schnell pulvrig. Nach 15 Minuten Erhitzen auf dem 
Wasserbad wird abgesaugt und erst mit Leitungswasser, dann mit destil- 
liertem Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser chloridfrei ist. 
Das gut abgepreBte Salz entspricht der Formel CaSO, + 2 H,O. 

Nach Ablauf des Versuchs wurde die Gesamtmenge in einen Claisen- 
kolben tibergefithrt und mit Wasserdampf tiber CaCO,, bei den Versuchen, 
bei denen der Aldehydgehalt titrimetrisch ermittelt werden sollte, auch 
iiber Ca Cl, iiberdestilliert. Die weiteren Destillationen wurden, wie kiirzlich 
von Simon und Blazso* vorgeschlagen, gesondert in einem Mikrodestillations- 
apparat vorgenommen, und zwar wurde noch iiber 10 °,iger Schwefelsaure 
(pro analysi) und tiber PbCO, destilliert. Im Destillat wurde sodann der 
Acetaldehyd bestimmt. ~ Es wurde sowohl die fiir Acetaldehyd spezifische 
Farbreaktion nach Lewin mit Nitroprussidnatrium und Piperidin (Rimini- 


1 4. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 582, 1924. 
2 C. Neuberg und E. Reinfurth, Ber. 52, 1690, 1919. 
3 4. Simon und A. Blazso, diese Zeitschr. 215, 91, 1929. 
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sche Reaktion), die sich auch nach Dische! sehr gut zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Acetaldehyds eignet, als die quantitative Bestimmung 
nach dem Prinzip von Brochet und Cambier*? angewendet. Die Methode be- 
ruht darauf, daB der Aldehyd mit im Uberschu8 zugesetztem Hydroxy]- 
aminsulfat reagiert, wobei das Oxim und freie Schwefelsaiure entstehen. 
In dieser Form ist das Verfahren allgemein zur Bestimmung von Aldehyden 
geeignet und laBt sich, wie Neuberg und Gottschalk gezeigt haben, aus- 
gezeichnet zur Bestimmung der mittels der Abfangmethode gewonnenen 
Aldehydmengen verwenden. Die Titration der freien Schwefelséure ge- 
schieht mit n/10 Natronlauge aus einer Mikrobiirette unter Verwendung 
von Methylorange als Indikator. 


Im folgenden seien die Resultate der Versuche dieser Reihe zu- 


sammengefaBt, wobei bei den einzelnen Resultaten auf die Versuchs- 
protokolle verwiesen sei. 


1. Beit Zusatz von aldehydfreiem Alkohol im Verhéiltnis 1: 100 
oder 2: 100 zu einer Suspension von Gewebsmuskelbrei bei Gegenwart 
eines Abfangmittels trat um rund 200°, vermehrte Acetaldehydbildung 
auf (Protokoll 3, 4, 6). 


2. Herzmuskulatur (Protokoll 7) und glatte Muskulatur (Protokoll 8) 
verhielten sich ebenso wie die Skelettmuskulatur. 


3. Die Acetaldehydbildung aus Alkohol wird durch n/500 HCN 
vollkommen gehemmt (Protokoll 5). 


4. Ohne Gegenwart eines Abfangmittels hduft sich kein Acetaldehyd 
an (Protokoll 6). 
Protokoll 3. 


a) 15g Muskelbrei (Skelettmuskulatur, Meerschweinchen) in 75 ccm in 
Phosphat gepufferter Tyrodelésung (py = 6,5) suspendiert + 1,5 g Calcium 
sulfit + 3cem Toluol. 24 Stunden bei 37°. Destillation iiber 2 g¢ CaCQ,. 
Redestillation tiber 0,5 g PbhCO, und H,SO,. Destillat 20cem. Reaktion 
nach Rimini +. 

b) Ansatz wie bei a) mit Zugabe von 2 ccm aldehydfreiem 99,8 °,igen 
Athylalkohol. Destillation tther 2g CaCO,. Redestillation iiber 0,5 g 
PbCO, und H,SO,. Destillat 20cem. Reaktion nach Rimini : 

Kolorimetrischer Vergleich ergibt eine Zunahme des Acetaldehyds 
in b) gegen a) von rund 200°). 


Protokoll 4. 

a) 15g Muskelbrei (Skelettmuskel, Meerschweinchen) in 7i5ccm 
phosphatgepufferter Tyrodelésung suspendiert + 1,5 g Calciumsulfit + 0,7 g 
Optochin. basic. 24 Stunden bei 37°. Destillation tiber 2g CaCQO,. Re- 
destillation tber 0,5 g PbCO, und H,SO,. Destillat 20cem. Reaktion 
nach Rimini 

b) Ansatz wie bei a) mit Zugabe von 2 ccm aldehydfreiem 99,8 °,igen 
Athylalkohoi. Destillation tiber 2g CaCO,. Redestillation iiber 0,5 ¢ 
PbCO, und H,SO,. Destillat 20cem. Reaktion nach Rimini 


1 Z,. Dische, Unverdédffentlichte Untersuchungen. 
2 A. Brochet und R. Cambier, C. r. Acad. scienc. 120, 449, 1895. 
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Kolorimetrischer Vergleich ergibt eine Zunahme des Acetaldehyds 
in b) gegen a) von rund 200%. 


Protokoll 5. 


a) 15g Muskelbrei (Skelettmuskel, Meerschweinchen) in 75ccm 
phosphatgeputferter Tyrodelésung suspendiert + 1,5 g Calciumsulfit + 0,7 g 
Optochin. basic. mit Zusatz von 2cem aldehydfreiem 99,8 °,igen Atbyl- 
alkohol. 24 Stunden bei 37°. Destillation iiber 2g CaCO, + 5g CaCl,. 
Redestillation itber 0,5 g PbCO, und H,SO,. Destillat 20cem. Reaktion 
nach Rimini +-+-+. 

b) Ansatz wie bei a) mit Zugabe von m/500 HCN. Destillation iiber 
2g CaCO, + 5g CaCl. Redestillation tiber 0,5g PbCO, und H,SO, 
Destillat 20cem. Reaktion nach Rimini 0. 


Protokoll 6. 


a) 15g Muskelbrei (Skelettmuskel, Meerschweinchen) in 75 ccm 
phosphatgepufferter Tyrodelésung suspendiert + 1,5 g Calciumsulfit + 0,7 g 
Optochin. basic. 24 Stunden bei 37°. Destillation iiber 2g CaCO, + 5g 
CaCl,. Redestillation tiber 0,5 g PbCO, und H,SO,. Destillat 25 ccm. 
5ccem des Destillats Reaktion nach Rimini 0, 20 cem des Destillats + 2 cem 
2°%ige Hydroxylaminsulfatlésung 30 Minuten bei 37° verbraucht 0,0 cem 
n/10 Natronlauge, daher 0 mg Acetaldehyd. 


b) Ansatz wie bei a), jedoch mit Zusatz von leem aldehydfreiem 
99,8 °%igen Athylalkohol. Destillation iiber 2g CaCO, + 5g CaCl,. Re- 
destillation iiber 0,5 g PbCO, und H,SO,. Destillat 25cem. 5cem des 
Destillats Reaktion nach Rimini +-+, 20ccm des Destillats + 2ccm 
2% iger Hydroxylaminsulfatlésung 30 Minuten bei 30° verbraucht 0,21 eem 
n/10 Natronlauge, daher 0,9 mg Acetaldehyd. 


c) Ansatz wie bei b), jedoch ohne Calciumsulfit. Destillation iiber 2 g 
CaCO, + 5g CaCl,. Redestillation iiber 0,5 g PbhCO, und H,SQ,. Destillat 
25ccem. 5cem des Destillats Reaktion nach Rimini 0, 20 cem des Destillats 
+ 2cem 2%iger Hydroxylaminsulfatlésung 30 Minuten bei 30° verbraucht 
0,0cem n/10 Natronlauge, daher 0 mg Acetaldehyd. 


Protokoll 7. 


a) 20 g Muskelbrei (Herzmuskel, Hund) in 100 cem phosphatgepufferter 
Tyrodelésung suspendiert + 1,5 g Calciumsulfit + 0,7 g Optochin. basic. 
24 Stunden bei 37°. Destillation ittber 2 g CaCO, + 5g CaCl,. Redestillation 
liber 0,5g¢ PbCO, und H,SOQO,. Destillat 25cem. 5cem des Destillats 
Reaktion nach Rimini schwach positiv. 20cem des Destillats + 2 cem 
2%iger Hydroxylaminsulfatlésung ,30 Minuten bei 30° verbraucht 0,04 cem 
n/10 Natronlauge, daher 0,2 mg Acetaldehyd. 


b) Ansatz wie bei a) mit Zugabe von 2 ccm 99,8 %igem Athylalkohol. 
Destillation iiber 2g CaCO, + 5g CaCl,. Redestillation iiber 0,5 g PbCO, 
und H,SO,. Destillat 25cem. 5cem des Destillats Reaktion nach Rimini 
+++, 20cem des Destillats + 2cem 2°%ige Hydroxylaminsulfatlésung 
30 Minuten bei 306° verbraucht 0,24ccm n/10 Natronlauge, daher 0,9 mg 
Acetaldehyd. 
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Protokoll 8. 

a) 20g Muskelbrei (Magen- und Darmmuskel, Hund) in 100 ccm 
phosphatgepufferter Tyrodelésung suspendiert -+- 1,5 g Calciumsulfit + 0,7 g 
Optochin. basic. 24 Stunden bei 37°. Destillation tiber 2g CaCO, + ig 
CaCl,. Redestillation iiber 0,5 g PbCO, und H,SQ,. Destillat 25 ecm. 
5 cem des Destillats Reaktion nach Rimini +. 20 cem des Destillats + 2 cem 
2°%ige Hydroxylaminsulfatlésung 30 Minuten bei 30° verbraucht 0,16 cem 
n/10 Natronlauge, daher 0,4 mg Acetaldehyd. 

b) Ansatz wie bei a) mit Zugabe von 2 cem 99,8 °¢igem Athylalkohol. 
Destillation iiber 2 g CaCO, +4 5g CaCl,. Redestillation tiber 0,5 ¢ PbhCO, 
und H,SO,. Destillat 25cem. 5ccem des Destillats Reaktion nach Rimini 

+++. 20cem des Destillats + 2cem 2%ige Hydroxylaminsulfatlésung 
30 Minuten bei 30° verbraucht 0,28ccm n/10 Natronlauge, daher 1,2 mg 
Acetaldehyd. 


Kolorimetrische Schaétzung und Titration ergeben tibereinstimmende 
Zunahme des Acetaldehyds von b) gegen a) um 200%. 


4. Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Die beiden Versuchsrethen ergeben iibereinstimmend auf zwei voll- 
kommen verschiedenen Wegen einen Verbrauch des Alkohols durch die 
Muskulatur. Der respiratorische Quotient von 0,87, der sich aus der 
ersten Versuchsreihe in den Alkoholversuchen ergibt, deutet darauf 
hin, daB sowohl Alkohol als auch Kohlenhydrate verbrennen. Die 
Verbrennung von Alkohol allein wiirde einen viel tieferen respiratorischen 
Quotienten (0,67) hervorrufen; aber es war weder theoretisch noch 
nach den Erfahrungen am Gesamtorganismus zu erwarten, daB unter 
noch so giinstigen Versuchsbedingungen nur Alkohol allein oxydiert 
wird. Aus der GréBe des respiratorischen Quotienten das Verhaltnis 
der zur Oxydation gelangenden Kohlenhydrate und Milchsiure zum 
oxydierten Alkohol ermitteln zu wollen, erscheint ein die Fehlergrenze 
der Methode unterschitzendes Bemiihen. Es sei blo8 festgestellt, 
da8 unter unseren Versuchsbedingungen (reichliches Angebot von 
Alkohol) stets sowohl Alkohol wie Substanzen von der Formel C,, Ho, O» 
verbrannten. 


Die Tatsache, daB die Muskulatur, ebenso wie dies Newberg und 
Gottschalk fiir das Lebergewebe gezeigt hatten, Athylalkohol zu Acet- 
aldehyd abbauen kann, liefert uns den chemischen Beweis fiir das oben 
Gesagte. Wenn man sich vor Augen halt, wie schwierig es ist, Spuren 
von verschwundenem Alkohol (es handelt sich um die GréBenordnung 
von 1 mg) nachzuweisen und dann diese Spuren mit Sicherheit auf 
Oxydationsprozesse zuriickzufiihren, so wird man die Uberlegenheit 
der Methode der chemischen Festlegung des ersten Oxydationsproduktes 
anerkennen. Die Hemmung dieser Acetaldehydbildung durch Spuren 
von Blausaure beweist, daB es sich hier um einen TeilprozeB der Gewebs- 
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atmung handelt, also um eine Schwermetallkatalyse im Sinne der 
Theorie Warburgs. Es sei bei dieser Gelegenheit darauf hingewiesen, 
daB es sehr viel zur Klirung der Physiologie der Gewebsatmung bei- 
tragen wiirde, wenn man nur bei mit Blausiure hemmbaren Prozessen 
von Gewebsatmung spricht und nicht auch die Beschleunigung von 
biausiureunempfindlichen Prozessen, wie die Methylenblaureduktion, 
als Beschleunigung der Gewebsatmung anspricht. 


Wenn also die Oxydation des Alkohols bis zum Acetaldehyd, 
und zwar nicht nur durch Skelettmuskulatur, sondern auch durch 
die Muskulatur des Herzens sowie die glatte Muskulatur klargestellt 
erscheint, so ist nun das weitere Schicksal des so entstandenen Acet- 
aldehyds von Interesse. Der Befund, daB in Versuchen ohne Zusatz 
eines Abfangmittels keine Spur von Acetaldehyd zu finden war, zeigt, 
daB er entweder weiter oxydiert wird oder wenigstens teilweise zu 
Alkohol zuriickverwandelt wird. Die Wege des Acetaldehydabbaues 
werden uns verstandlicher, wenn wir uns vor Augen halten, da Alkohol 
nicht nur in der Muskulatur von Menschen nach AlkoholgenuB, sondern 
auch in der Muskulatur von Tieren vorkommt. So fand Reach! im 
Laboratorium Durigs mittels einer Modifikation der Zeisel schen Alkoxyl- 
bestimmung, also einer duBerst zuverlissigen Methodik, im frischen 
Kaninchenfleisch einen Alkoholgehalt von 0,0017°,,. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, daB dieser Alkohol einer Aldehydmutase seine Entstehung 
verdankt, die den aus dem Abbau der Kohlenhydrate entstehenden 
Acetaldehyd teils zu Alkohol reduziert, teils zu Essigsiure oxydiert 
(nach Art der Cannizzaroschen Reaktion). Die Essigsiure wiirde dann 
weiter oxydiert werden. Es ist denkbar, dafB auch der aus Alkohol 
entstehende Acetaldehyd stetig dismutiert wird, d.h. Essigsiure 
und abermals zu oxydierenden Alkohol liefert. Es ist jedoch auch 
méglich, daB der Acetaldehyd direkt zu Essigsiure oxydiert wird. 
Jedenfalls wird der Alkohol auch in der Muskulatur schlieBlich bis 
zu seinen Endprodukten Kohlenséure und Wasser abgebaut. Die von 
uns gewahlite Form der Abfangmethode zeigt den Weg der Oxydation 
des Alkohols iiber den Acetaldehyd. Die eben diskutierte eventuelle 
Dismutation laBt sich mit den heutigen Methoden ebensowenig quanti- 
tativ erfassen wie die Essigsiurestufe. Die absolut geringe Menge 
des auftretenden Acetaldehyds (GréBenordnung 1 mg) ist nicht ver- 
wunderlich, wenn man bedenkt, daB nur der an die Oberflache der 
Partikel des Gewebsbreies gelangende Acetaldehyd abgefangen und 
gemessen werden kann. Sie stimmt mit der GréBenordnung der von 
Neuberg und Gottschalk gefundenen Zahlen iiberein. Durch den Nach- 
weis, daB in der Muskulatur sich kein Acetaldehyd anhauft, ist auch 


! F. Reach, diese Zeitschr. 3, 326. 1907. 
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der Einwand Fischers, der tiefe respiratorische Quotient kénne még- 
licherweise auf die Oxydation des Alkohols nur bis zum Acetaldehyd 
zuriickzufiihren sein, hinfallig geworden, und es erscheint nunmehr 
berechtigt, die tiefen respiratorischen Quotienten sowohl in den Ver- 
suchen Fischers an durchstrémten Herzen wie in unseren oben be- 
schriebenen Versuchen am isolierten Froschmuskel auf die vollkommene 
Oxydation des Alkohols zu beziehen. 

Der Befund, daB der Muskel sowohl Glucose als auch Alkohol 
oxydieren kann, also sowohl eine Alkoholoxydase wie eine Glucose- 
oxydase (nach der alteren Nomenklatur) enthalt, ist auch vom Stand- 
punkt der neuesten Untersuchungen tiber das Atmungsferment von 
allgemeinem physiologischem Interesse. O. Warburg! postuliert auf 
Grund seiner exakten Untersuchungen iiber die Kohlenoxydwirkung 
auf das Atmungsferment die Einheit des Atmungsferments. _,,Gleich- 
giltig, ob Glucose oder Alkohol oder eine andere Substanz verbrennt, 
hemmt CO die Atmung bei demselben Druck um denselben Betrag.“ 
Diese gleiche Hemmung der Atmung bei gleichem Gasdruck, ferner 
die gleiche Lichtwirkung auf diese Hemmung fiihren Warburg zu der 
Annahme, daB alle Eisenatome einer Zelle, die in der Atmung Sauerstoff 
iibertragen, identisch gebunden sind. Die Vielheit der Oxydasen, 
die man in Gewebsextrakten vorfindet und die z. B. bald bloB Alkohol, 
bald bloB Glucose oxydieren, ist bloB auf die Extraktionsbedingungen 
zuriickzufiihren. Es handelt sich hier anscheinend um Umwandlungs- 
und Zerfallsprodukte einer im Leben einheitlichen Substanz. Warburg 
ist weiter der Ansicht, daB wahrscheinlich nicht nur das Atmungs- 
ferment einer Zellart einheitlich, sondern daB auch die katalytisch 
wirksamen LEisenatome verschiedener Zellen gleichartig gebunden 
sind, also auch das Atmungsferment verschiedener Zellen einheitlich 
ist. Im Lichte dieser experimentell und theoretisch gut fundierten 
Anschauung ist die Tatsache, daB der Muskel sowohl Glucose wie auch 
Alkohol verbrennt, selbstverstandlich. Das Atmungsferment des 
Muskels katalysiert eben sowohl die Oxydation des Alkohols wie die 
Oxydation der Kohlenhydrate. Aber es ist anzunehmen, daf nicht 
nur das Atmungsferment des Muskels, das sowohl Alkohol wie Glucose 
oxydiert, einheitlich ist, sondern es ist im Sinne dieser Anschauungen 
Warburgs wohl auch anzunehmen, daB man es im Muskel wie in der 
Leber mit demselben .Atmungsferment zu tun hat. Die mehrfach 
erwahnten Befunde Battellis und Sterns, die nur in der Leber, nicht 
aber in anderen Organen ein alkoholoxydierendes Ferment gefunden 
haben wollen, sind wohl auf die Extraktionsbedingungen in diesen 
Versuchen zuriickzufiihren, eine Vermutung, die schon von Ahlgren® 

1 O. Warburg, diese Zeitschr. 214, 1, 1929; 202, 202, 1928. 

2G. Ahlgren, 1.c. 
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geauBert wurde. Die Tatsache, daB die Bildung von Acetaldehyd 
aus Alkohol durch Muskelbrei in unseren Versuchen von derselben 
GréBenordnung war wie die von Newberg und Gottschalk beobachtete 
Acetaldehydbildung aus Alkohol durch Leberbrei, laBt es unwahr- 
scheinlich erscheinen, daB die Leber mehr alkoholoxydierendes Ferment 
enthalt als der Muskel. Es ist nach diesen Befunden also kaum an- 
zunehmen, daf der Leber bei der Alkoholzerstérung im Gesamt- 
organismus eine die anderen Organe weit iiberragende Rolle zukommt. 


Der Befund der Alkoholverbrennung durch die Muskulatur ist 
also mit den neuesten Anschauungen iiber das Atmungsferment gut 
in Einklang zu bringen!. 

Der Befund einer direkten Oxydation des Alkohols durch die 
Muskeln steht in guter Ubereinstimmung mit den Versuchen von 
Durig am Gesamtorganismus. Die im Respirationsversuch bei der 
Steigarbeit gefundene energetische Verwertung des Alkohols wird 
durch die Befunde am isolierten Muskelgewebe dahin erginzt, daB im 
Muskel selbst die Oxydation des Alkohols und damit wohl auch die 
direkte energetische Verwertung stattfindet. Wenn Durig? auf Grund 
seiner Versuche zu dem SchluB kam, ,,daB nicht nur Alkohol wahrend 
des Aufstieges verbrannt wird, sondern durch dessen Verbrennung 
eine Ersparnis an Kohlenhydraten erzielt wird, also Arbeit direkt 
oder indirekt auf Grund von Verbrennung von Alkohol geleistet wird”, 
so erfahrt dieses Ergebnis durch die Versuche am isolierten Muskel 
eine Bestatigung und Erginzung im Sinne einer direkten Verwertung 
des Alkohols durch den Muskel. Inwieweit man in diesem Zusammen- 
hang den Alkohol als Quelle der Muskelkraft bezeichnen kann, soll 
im nichsten Abschnitt behandelt werden. 


5. Bemerkung iiber die Quelle der Muskelkraft. 


Es soll nun erértert werden, was der Befund der Verbrennung 
des Alkohols durch die Muskulatur fiir die allgemein physiologische 
Frage nach der Quelle der Muskelkraft beitragen kann. 

1 O. Warburg und E. Negelein, Zeitschr. f. Elektrochem. 35, 928, 1929, 
weisen darauf hin, daB schon Berzelius vor 100 Jahren in genialer Intuition 
die Meinung ausgesprochen hatte, daB bei der essigsauren Garung des 
Alkohols méglicherweise dieselben Krafte wirksam seien wie bei der kurz 
vorher (1820) von Davy entdeckten Oxydation des Alkohols zu Essigséure 
bei Beriithrung mit Platinschwarz. Diese richtige Anschauung geriet dann 
in Vergessenheit, bis erst in den letzten Jahren die Tatsache, da® es sich 
bei der Oxydation des Alkohols durch lebende Zellen tatsaéchlich um eine 
Schwermetallkatalyse handelt, durch die Versuche und Theorien Warburgs 
und seiner Mitarbeiter bewiesen wurde. 

2 A. Durig, 1. c. S. 398. 
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In dieser Frage stehen zwei Meinungen! einander gegeniiber. Erstens: 
Die von Zuntz und seiner Schule ausgebaute, heute vor allem von Graham 
Lusk energisch vertretene Meinung, daB ,,nicht nur Kohlenhydrate, Fette 
und die Spaltungsprodukte des Eiweibes, sondern auch Alkohol, Glycerin 
und zahlreiche organische Séuren geeignet sind, den Muskeln als Energie- 
quelle zu dienen“ (Zuntz). Zweitens: Die vor allem von Hill und Meyerhof 
vertretene Ansicht; diese geht dahin, da blofsi Kohlenhydrate als direkte 
Energiequelle in Betracht kamen. Eine polemische Auseinandersetzung 
zwischen Lusk? und Meyerhof* zeigt die Kernpunkte der Streitfrage auf. 
Lusk ist vor allem auf Grund eigener Versuche, in denen er feststellen 
konnte, daB ein hungernder Hund bei Fehlen von Kohlenhydrat Arbeit 
mit demselben Nutzeffekt der Oxydation leisten kann wie bei Kohlen- 
hydratzufuhr, der Meinung, dal der hungernde Hund direkt Fett verbrennt. 
Meyerhof stiitzt seine Theorie vor allem auf seine mehrfach erwahnten 
Messungen des respiratorischen Quotienten am isolierten Froschmuskel, 
ferner auf die Befunde von Hill und seinen Mitarbeitern* am arbeitenden 
Menschen, die fanden, da} der respiratorische Quotient selbst bei einseitiger 
Fetternahrung bei einer kurzen und kraftigen Muskelanstrengung genau 
gleich 1 ist. Gegen die Beweiskraft der Versuche am isolierten Froschmuskel 
wendet Lusk ein, daB angesichts der Tatsache, dab verfiigbare Kohlen- 
hydrate immer leichter zu oxydieren sind als Fette, die Tatsache nicht 
befremden kann, da der respiratorische Quotient des isolierten gereizten 
Froschmuskels gleich 1 ist, wie dai der FettgehaJt des Muskels bei der 
Arbeit unverindert bleibt. Der Gegensatz erscheint jedoch nicht uniiber- 
briickbar, denn Meyerhof betont selbst, dali er zeigen konnte, daB der 
isolierte ruhende Warmbliitermuskel zwar in reiner Salzlésung neben 
Kohlenhydraten auch Eiwei8 und wahrscheinlich auch Fett verbrennt, 
besonders bei Hungertieren, dafi dagegen in einer Lésung, deren Zucker- 
gehalt dem des Zuckers entspricht, die auf Eiweiiverbrennung zu_be- 
ziehende Ammoniakbildung fast ganz unterbleibt und der Sauerstoff- 
verbrauch durch Zuckerschwund gedeckt ist, meint aber, dal der lebende 
Muskel ja unter allen Umstanden mit Blutzucker versorgt wird. Diese 
Befunde stehen in guter Ubereinstimmung mit alteren Angaben Rohdes®, 
der feststellen konnte, daB das ausgewaschene isolierte Warmbliiterherz 
im Durchstrémungsversuch von seinem eigenen Bestand lebt und nicht 
nur Fett, sondern auch Eiweif verbrennt. Auch betont Meyerhof mit 
Recht, da der Kernpunkt seiner Theorie der chemischen Umwandlungen 
bei der Muskelarbeit durch die Erbringung des Nachweises, dal} im Muskel 
etwas anderes verbrennt als Kohlenhydrate, nicht berithrt werden wiirde. 
Meyerhof hat dies selbst klar formuliert; ,,dabei ist aber die prinzipielle 
Méglichkeit,' daB in von mir nicht untersuchten Fiillen, z. B. in Muskel 
des diabetischen Warmbliiters, die Oxydationsenergie aus anderem Material 
als Kohlenhydraten, etwa aus Fett stammen kénnte, nicht ausgeschlossen. 
Der iibergeordnete Standpunkt ist der energetische, indem die Oxydations- 
energie den gesamten Kreislauf der Milchséure unterhalt. Auch ist eine 


1 Zu der ganzen Frage vgl. N. Zuntz, Handb. d. Biochem. 6, 411, 1923; 
O. Fiirth, Lehrb. d. physiol. Chem. 1, 274, 1928. 

2 G. Lusk, diese Zeitschr. 156, 334, 1925. 

3 O. Meyerhof, ebendaselbst 158, 218, 1925. 

4 4A. V. Hill, Long und Lipton, Proc. Roy. Soc. B. 97, 155, 1924. 

5 E. Rohde, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 181, 1910. 
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solche Méglichkeit keineswegs von mir iibersehen oder geleugnet; ja die 
Arbeit mit H. E. Himwich itber den Kohlenhydratstoffwechsel des Ratten- 
muskels bei einseitiger Fetternahrung . . . ist im Hinblick auf dieses Problem 
unternommen... Doch lieB sich diese Frage am isolierten Muskel der 
fetternihrten Ratte nicht bestimmt entscheiden, obwohl es auffiel, dab 
der respiratorische Quotient des isolierten Muskels auch hier nahe bei | lag**. 

Sehr klar driickt auch Thannhauser! seine Meinung dahin aus, dab 
es nur die fiir die Aufladung zum grofien Kohlenhydratmolekiil notwendige 
Energie ist, die unter Umstanden durch Verbrennung von anderen oxydablen 
Substanzen als Kohlenhydraten geliefert werden kann. ,,Die alte Frage 
der Verwertbarkeit von Kohlenhydrat und Fett im Muskel erscheint in 
neuem Gewande. Die Muskelzuckung geschieht nur durch Spaltung eines 
Nahrstoffs; die Betriebssubstanz des Muskels ist ausschlieBlich Zucker. 
Da aber bei der Zuckung das Kohlenhydrat nicht vollstaéndig abgebaut, 
nicht ,,verbrannt‘’ wird, sondern lediglich durch Spaltung in kleinere 
Molekiile Teile seiner Energie abgibt, kénnen die niedermolekularen Spalt- 
stiicke wieder zum Ausgangsmaterial zusammengefiigt werden. Die fiir 
die Aufladung zum grofen Molekiil benétigten Energiemengen kénnten 
durch Verbrennung von anderen Brennstoffen, z. B. von Fettsaéuren, auf- 
gebracht werden. Die in der Ruhepause gefundenen _ respiratorischen 
Quotienten sprechen in diesem Sinne. Die immer als Hauptbeweis fiir 
die Umwandlung von Fett in Kohlenhydrate angefiihrte Tatsache, dab 
Muskelarbeit auch bei mangelnder Kohlenhydratzufuhr und im Hunger 
moglich ist, wiirde unter diesen Gesichtspunkten in einem anderen Lichte 
erscheinen und ihre Beweiskraft einbii®Ben.“* 

Dies ist der Punkt, an dem die Alkoholversuche zur Klarung 
des ganzen Problems beitragen kénnen, indem sie eine prinzipiell 
neue Versuchsbedingung einfiihren. Denn wahrend in allen bisher 
zur Lésung dieser Frage unternommenen Versuchen dem Muskel 
statt oder neben den Kohlenhydraten nur die schwerer oxydablen 
Fette und Eiweibkérper zur Verfiigung stehen, hat in den Alkohol- 
versuchen der Muskel neben den Kohlenhydraten den leichter oxydablen 
Alkohol zur Verfiigung. Da8 aber der Alkohol vor den Kohlenhydraten 
oxydiert wird, also leichter oxydabel ist als diese, ist bekannt, vor allem 
durch die oben besprochenen Versuche von Durig und seinen Mit- 
arbeitern. Der isolierte Froschmuskel, der niemals Fett vor oder neben 
dem geniigend vorhandenen Glykogen verbrennt, oxydiert aber, wie 
die Versuche zeigen, Alkohol neben den Kohlenhydraten, und da die 
chemischen Yersuche mittels des Neubergschen Abfangverfahrens 
die Fahigkeit des Warmbliitermuskels, Alkohol zu oxydieren, ergeben 
haben, wird man kaum mehr daran zweifeln kénnen, daB auch der 
Warmbliitermuskel neben den Kohlenhydraten auch Alkohol wird 
verbrennen kénnen. Da8 eine Verbrennung von Alkohol allein nicht 
in Frage kommt, ergibt sich schon aus der Uberlegung, da8 ein groBer 
Teil der Oxydationsenergie aus der Oxydation der Milchsiure — die 


1 S.J. Thannhauser, Lehrb. d. Stoffw. usw., 8. 275. Miinchen 1929. 
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in der anaeroben Phase aus Glykogen gebildet wurde — stammen mub. 
Nur die neben der Milchséure verbrennenden Zucker kénnen durch 
Alkohol ersetzt werden. Es sei wiederholt, daB auch in den Versuchen 
iiber den Gesamtstoffwechsel sich niemals ein Anhaltspunkt dafiir 
ergeben hat, daB der Alkohol die Kohlenhydrate ganz aus dem Stoff- 
wechsel verdrangt (Zuntz); der Muskel verhalt sich also auch in dieser 
Beziehung wie der Gesamtorganismus. 

So stellt sich der Befund, daB der Muskel die Oxydationsenergie 
auch aus Alkohol beziehen kann, als einer der von Meyerhof theoretisch 
in Betracht gezogenen Fille dar, bei denen die Oxydationsenergie 
aus anderem Material als Kohlenhydrat stammen kann. 


Ist aber die prinzipielle Méglichkeit der Oxydation von Nicht- 
kohlenhydraten durch den Muskel bewiesen, so gewinnt auch die 
Annahme einer direkten Verbrennung von Fett unter besonderen 
Bedingungen (schwere kérperliche Arbeit bei einseitiger Fetternahrung) 
an Wahrscheinlichkeit. Nimmt man aber diese Méglichkeit an, so wird 
man auf die etwas gezwungene Hilfshypothese' einer Umwandlung 
von Fett in Zucker verzichten kénnen, um so eher als diese Hypothese 
vom rein physiologisch-chemischen Standpunkt schwer verstindlich ist. 

So schreibt Thannhauser?: ,,Uberblicken wir alle diese Versuche und 
Uberlegungen, welche fiir die Kohlenhydratbildung aus dem Fettséure- 
anteil des Fettmolekiils sprechen sollten, so miissen wir sagen, dai wit 
heute keine einzige experimentelle Grundlage haben, welche die Um- 
wandlung des Fettmolekiils in Zucker im Organismus bewiese. Wir miissen 
sogar zugestehen, dab es theoretisch unmdglich ist, durch Reaktionen, die 
im intermediaren Stoffwechsel bekannt sind, vom Abbau der Fettsaéuren 
auf die Synthese des Glucosemolekiils zu gelangen.** 

Es sei betont, daB es sich hier um einen AnalogieschluB handelt, 
der nicht unbedingt zwingend ist. Es kénnte eingewendet werden, 
daB die Méglichkeit besteht, daB der Muskel zwar Alkohol und Zucker, 
aber nicht Fette verbrennen kann. Immerhin ist durch den prinzipiellen 
Nachweis der Oxydation eines Nichtkohlenhydrats, nimlich des Athyl- 
alkohols, durch die Muskulatur die Wahrscheinlichkeit der direkten 
Verbrennung von Fett'wieder etwas naher geriickt. 

t 

Fiir die Verbrennung von Fetten durch die Muskulatur bei der 

Muskelarbeit spricht vor allem auch das Verhalten des respiratorischen 


1 Die haufig zur Frage einer Umwandlung von Fett in Zucker heran- 
gezogenen Befunde an Winterschlafern sind so lange schwer zu verwerten, 
als nicht ein geschlossenes Bild des Stoffwechsels dieser Tiere vorliegt,; 
systematische Untersuchungen hierzu sind derzeit im Wiener Physiologischen 
Institut im Gange (I. Mitteilung: Gewebsatmung der Winterschlafer, 
W. Fleischmann, Pfliigers Arch. 222, 541, 1929). 

2 8. J. Thannhauser, |. c. 8. 283. 








28 W. Fleischmann : 


Quotienten bei schwerer kérperlicher Arbeit, z. B. beim Marschieren 
in ansteigendem Gelande. Bei einer derartigen Muskelarbeit ist der 
kalorische Umsatz bis zehnmal héher als in der Ruhe!. Wiirde der 
Muskel bei der Arbeit dabei nur Kohlenhydrate verbrennen, so wiirde 
entsprechend einem respiratorischen Quotienten in der Ruhe von 0,85 
der respiratorische Quotient bei der Arbeit bis nahe an 1 steigen miissen, 
da der Verbrauch an Kohlenhydraten durch die arbeitende Muskulatur 
weit tiberwiegen miBte und das Fett und Eiwei®8 nur fiir den Ver- 
brauch der anderen Organe (also nur fiir wenige Prozente des Gesamt- 
umsatzes, wenn man die Relation: Kohlenhydratverbrauch zu Fett- 
und EiweiBverbrauch in der Ruhe beriicksichtigt) in Betracht kame. 
Die Ergebnisse Durigs? bei seinen Versuchen iiber den EinfluB des 
Trainings auf die Steigarbeit, die er am Bilkengrat ausfiihrte, zeigen 
aber ein ganz anderes Bild. Der respiratorische Quotient sinkt bei 
fortgesetzter Muskelarbeit und nach Verbrauch der Reserven an 
Kohlenhydraten bis zu Werten von 0,7, also Werten, die einer Ver- 
brennung von Fett entsprechen, ab. Dabei ist der Wirkungsgrad 
der Muskelmaschine unverandert, was wohl als Hinweis dafiir angesehen 
werden kann, daB der Muskel auBer Kohlenhydraten auch Fett ver- 
brennen kann, ohne da®B es vorher in Kohlenhydrate umgewandelt 
werden wiirde®. 

Wie eng diese Probleme miteinander verknipft sind, erhellt aus 
folgender AuBerung Fiirths*: ,,Das Problem der Zuckerbildung aus 
Fett fallt also gewissermaBen mit demjenigen der Energiequellen 
des Organismus zusammen.“ 


Folgende Formulierung diirfte den Stand des Problems auf Grund 
des vorliegenden Tatsachenmaterials kennzeichnen: In erster Linie 
verbrennt der Muskel unmittelbar zum Zwecke der Energielieferung 
Kohlenhydrate; stehen ihm aber nicht geniigende Kohlenhydrate zur 
Verfiigung (Beispiel: langdauernde Arbeit bei einseitiger Fetternahrung) 
oder steht thm eine Substanz zur Verfiigung, die leichter oxydabel ist 
als Kohlenhydrat (Beispiel: Arbeit nach AlkoholgenuB), so kann der 
Muskel neben den Kohlenhydraten auch die Oxydationsenergie anderer 
Substanzen direkt verwerten. 


Zusammenfassung. 


1. Respirationsversuche am isolierten Froschmuskel ergaben fiir 
die Erholungsperiode normaler Muskeln einen respiratorischen Quotienten 


1 Literatur bei A. Loewy, Handb. d. Biochem. 6, 233, 1926. 
2 A. Durig, Pfliigers Arch. 113, 213, 1906. 
3 Vgl. hierzu auch die Untersuchungen von Krogh und Lindhard, 
Biochem. Journ. 14, 290, 1920. 
4 O. Fiirth, Lehrb. d. physiol. Chem. 2, 223, 1928. 
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von 1,06, fiir die Erholungsperiode mit Alkohol versorgter Muskeln 
einen respiratorischen Quotienten von 0,87. 

2. Skelettmuskelbrei von Meerschweinchen ist imstande, aus 
zugesetztem Athylalkohol bei Anwesenheit eines Abfangmittels Acet- 
aldehyd zu bilden. 

3. Auch Brei aus Herzmuskel, sowie glatter Muskulatur (vom 
Hund) zeigt die Fahigkeit, Alkohol zu Acetaldehyd zu oxydieren. 

4. Diese Reaktion ist durch n/500 HCN vollkommen hemmbar, 
also ein TeilprozeB der Gewebsatmung. 

5. Wird der entstehende Aldehyd nicht durch ein Abfangmittel 
festgelegt, so wird er weiter oxydiert. 

6. Aus diesen Versuchen ergibt sich die Tatsache, da der Muskel 
imstande ist, Alkohol zu oxydieren; es ist anzunehmen, dab die so 
gewonnene Oxydationsenergie in der aeroben Phase des’ Kontraktions- 
vorgangs verwertet wird. 

7. Es wird folgende Formulierung der Lehre von der Quelle der 
Muskelkraft vorgeschlagen: In erster Linie verbrennt der Muskel 
unmittelbar zum Zwecke der Energielieferung Kohlenhydrate; stehen 
aber nicht geniigend Kohlenhydrate zur Verfiigung oder steht ihm 
eine Substanz zur Verfiigung, die leichter oxydabel ist als Kohlen- 
hydrat (z. B. Athylalkohol), so kann auch der Muskel neben den Kohlen- 
hydraten die Oxydationsenergie anderer Substanzen direkt verwerten, 
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Die Untersuchungen des Rinder- und Pferdespeichels zeigen, 
daB derselbe sehr wenig Amylase enthalt!. LHllenberger und Hoff- 
meister” finden verhaltnismaBbig viel Diastase im Pferdespeichel, dagegen 
stellt Goldschmidt? ihr Vorhandensein in Frage. Neuere Untersuchungen 
wie diejenigen von Scheuert und Gottschalk, ferner Carlson und Crittenden ® 
zeigen wieder, da die Amylase tatsichlich im Speichel vorkommt, 
aber nur in sehr geringer Menge. J. Markoff® findet so wenig Diastase 
beim Rinderspeichel, daB dessen Vorhandensein erst nach 24 Stunden 
festgestellt werden konnte. Ahnlich auBert sich Hayden?, und Palmer 8 
stellt individuelle Unterschiede fest. 

Die obigen Beobachtungen beschrankten sich meistens nur auf 
Untersuchung einzelner Tierexemplare. Der Speichel wurde dem 
Tiere auf eine empfindliche bzw. schmerzende Weise entzogen, 


1 C. Oppenheimer, Fermente. Teil I, 8. 718, 1925. 

2 Ellenberger und -Hofmeister, Arch. f. Tierheilkde. 12, 332, 1886. 

8 Goldschmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 273, 1886. 

4 A. Scheuert und A. Gottschalk, Zentralbl. f. Physiol. 28, 243, 1909; 
Gottschalk, Diss. Ziirich 1910. , 

5 J. A.Carlson und A. L. Crittenden, Amer. Journ. of Physiol. 26, 


169, 1910. 
6 J. Markoff, diese Zeitschr. 1, 57, 1913. 
7 C. E. Hayden, Amer. Journ. of Physiol. 45, 461, 1918. 
* C.C. Palmer, ebendaselbst 41, 483, 1916. 
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durch eine unnatiirliche Ausscheidung. Man machte Einspritzungen, 
welche die Arbeit der Speicheldriise erhGhten, oder man gewann den 
Speichel durch operative Eingriffe bzw. auf andere das Tier quiilende 
Weise, manchmal wurde auch der Speichel toter Tiere genommen. 
Unsere Beobachtungen zeigen, daB jeder empfindliche oder schmerzende 
Eingriff die Ausscheidung der normalen Speichelmenge beeinfluBt, 
gewohnlich vermindert sich dieselbe, was wiederum auf die Zusammen- 
setzung des Speichels nicht ohne EinfluB ist. 


Diese Umstiande, ebenso die Nichtberiicksichtigung des Saure- 
einflusses auf die Amylase (Wasserstoffioneneinflu8) erkliren uns 
manche Widerspriiche bisheriger Untersuchungen, und _ gleichzeitig 
erfordert die ganze Frage der tierischen Speichelamylase neue Be- 
arbeitung. 

Zuerst handelte es sich darum, den Speichel auf eine einfache 
und schmerzlose Weise zu erhalten und in beliebiger Menge von mehreren 
Tieren. Etwaige operative Eingriffe und Reizmethoden, die die Speichel- 
produktion vermehren, waren also ausgeschlossen. Nach einleitenden 
Versuchen durch unseren Mitarbeiter Ing. J. Nyka haben wir uns zu 
folgender Methode der Speichelentnahme entschlossen: Zwei Leute 
waren notwendig, der eine halt das Rind mit der linken Hand am 
rechten Horn, wahrend die rechte Hand das Zungenende greift und es 
etwas seitlich nach auBen schiebt. Der andere greift mit der rechten 
Hand das linke Horn und in der Linken halt er gleichzeitig ein GefaB 
zur Aufnahme des flieBenden Speichels. Bei Pferden geht man genau 
so vor, nur da8 man sie an den Ohren halt. Man kann sich hier auch 
dadurech helfen, da&8 man ein hélzernes Stéckchen dem Tiere quer in 
das Maul setzt. 


Wie gesagt, muB die Speichelentnahme auf eine das Tier schonende 
Weise geschehen, mit zeitweiliger Unterbrechung, damit.das Tier aus- 
ruhen kann. Nach beendeter Speichelentnahme soll man dem Tiere 
einen Leckerbissen geben, den Pferden etwas Zucker und den Rindern 
gesalzenes Getreide. Bei der ersten Speichelentnahme ist das Tier unruhig 
und gibt weniger Speichel, der wir zur Untersuchung nicht verwenden. 
Aber bald gewoéhnt sich das Tier daran, man stéBt auf keine 
Schwierigkeiten mehr und die Speichelentnahme geht leicht und schnell 
vonstatten. Manche Tiere gewéhnten sich so, daB sie sehr ruhig und 
reichlich Speichel absonderten. Wir bemerken jedoch, daB nicht alle 
Tiere leicht zuganglich waren, und bei manchem scheuen und nervésen 
Tiere war die Speichelentnahme ziemlich schwierig. In diesen Fallen 
war die Speichelabsonderung bei Rindern eine sehr sparliche und bei 
Pferden tiberhaupt nicht vorhanden. Da wir aber iiber eine geniigende 
Anzahl von Rindern und Pferden verfiigten, die ohne Schwierigkeiten 
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Speichel abgaben, so haben wir von diesen unruhigen und nervésen 
Tieren abgesehen. 

Zu unseren Untersuchungen diénten uns die Rinder und Pferde 
des Universitaétsgutes in Golecin bei Poznan. 


Die Speichelmenge. 


Ellenberger' gibt an, daB er von einem Rinde in 24 Stunden bis 
50 Liter Speichel erhielt. Es handelte sich wahrscheinlich um groBe 
Tiere. Zu unseren Untersuchungen hatten wir mittelgroBe, schwarz- 
weiBe Kiihe, die auf Grund der erhaltenen Proben nach unserer Berech- 
nung tiglich bis 28 Liter Speichel geben kénnen, jedoch befand sich 
unter diesen eine ganze Anzahl, die bedeutend weniger gaben. Die 
Speichelmenge ist nicht nur individuell, sondern haingt auch mit einer 
Reihe von Einfliissen, wie Tageszeit, Zeit und Art der Fiitterung usw. 
zusammen, was aus folgenden Zahlen hervorgeht: 


Speichelmenge bei den Rindern. 





vue Pe a Erhaltene Menge 
Tag de Nr. oe : Speichel- sss ns 
Eateahne den Kuh Tageszeit cqnehase im ganzen in 1 Min. 
Min. cem ecm 
20. V 32 | 20 17 0,85 
7. ¥. 17 3 Uhr frih 20 8 0,4 
ee | eH | 20 10 05 
16. V 87. | en og 30 24 0,8 
16. V HE | ie tieeediaietane | 10,5 0.5 
10. VI. 50 | morgens bei der 20 100 7,5 
11. VI. 37 Fiitterung 30 135 4,5 
12. VI. 17 |) (Granfutter) \| 80 75 2'5 
2. Il. 12 morgens bei der | 10 156 15,6 
2. IIL. 26 Fiitterung 10 141 14,1 
3. Ill 17 (Trockenfutter) | 10 112 11.2 
15. VI. 17 ~~ | 15 70 4,7 
16. VI. 32 (Granfutter) \ 15 85 5,7 
a 17 | mittags bei der | 10 140 14,0 
is. V. 32 Fiitterung 10 113 11,3 
14. V.| 45 |) (Trockenfutter) | 10 136 18,6 
2 40 | vor dem Wieder- { 10 155 15,5 
S. ¥; 31 | kauen | 10 104 10,4 
4. IV. 26 30 93 3,1 
8. IV. 30 ‘| wahrend des 20 I 96 48 
12. IV. 20 | Wiederkauens 20 | 160 8,0 
22. IV. 31 20 i 120 6,0 
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Speichelmenge bei den Pferden. 





Tag der 
Entnahme 


28. 
28. 


20. 


15. 
18. 


hin. 
die 


die 


<<< 


“~<4< 4444 4<4 


N 


\r. 
des Pferdes 


Dauner der Erhaltene Menge 
nm es Speichel- i 
Tageszeit entnahme im ganzen in 1 Min 
Min. ecm ecm 
— : { 40 10,8 0,27 
3 Uhr frih 40 75 019 
4 Uhr friih 40 12.0 0,30 
7 Uhr frih bei ‘ - 
der Fatterung - II 
(Trockenfutter) w 42 1,4 
QF 9 9 
12 Uhr mittags 35 42.0 1,2 
° — 35 31.5 09 
bei der Fiitterung or RO’ F - 
(Trockenfutter) | 4 pe - 
35 49.0 1.4 
12 Uhr mittags | 35 31,5 0,9 
bei der Fiatterung 35 33,2 0,95 
(Griinfutter ) | 35 28.0 0.8 


Die obigen Zahlen weisen auf groBe individuelle Unterschiede 


Bei Rindern sind diese Unterschiede gréBer als bei Pferden, und 


gréBten werden durch die Tageszeit, durch die Fiitterungszeit, 
Verdauung und Art des Futters hervorgerufen. 


Wahrend der Nachtruhe sondern die Tiere sehr wenig Speichel 


ab, manche Pferde geben wihrend der Nacht tiberhaupt keinen Speichel. 
Am Tage dagegen sondern die Tiere viel Speichel ab, und hier finden 
wir ziemlich groBe individuelle Unterschiede. Wahrend der Fiitterung 
und einige Stunden nachher, bei Rindern kommt noch die Zeit des 
Wiederkauens dazu, wird am meisten Speichel ausgeschieden. 


Fiitterung. 


GroBen EinfluB auf die Speichelabsonderung hat die Art der 
Bei Griinfutter sondert sich weniger Speichel ab als bei 


Trockenfutter, bei letzterem wicd am meisten Speichel ausgeschieden. 


Beim Wiederkauen vermindert sich wieder die Speichelabsonderung 
sehr, waihrend die Tiere nach der Mahlzeit reichlich Speichel ausscheiden. 
Spater vermindert sich jedoch mit der Zeit die Ausscheidung, wenn 
das Rind zum Wiederkauen tibergeht, und endlich tritt weitere Ver- 
minderung bis zum Ruhezustand ein. Bei Pferden zeigt sich dieser Uber- 
gang von reichlicher zu sparlicher Speichelabsonderung viel scharfer. 


Neben angeftihrten Mengenunterschieden finden wir, wie schon 


erwahnt, deutliche individuelle Unterschiede, d.h. daB manche Tiere 
leichter bzw. reichlicher Speichel absondern, wahrend andere Tiere 


wieder schwieriger und weniger absondern. 


Der auf unsere Weise gesammelte Speichel stellt eine stark 


schaumende, tribe Fliissigkeit dar, mit ziemlich groBer Menge schwer 
abfiltrierbarer 


und 


abzuscheidender winziger Partikelchen. Wir 


Biochemische Zeitschrift Band 219 3 








34 


T. Chrzaszez u. Z. Schechtl6wna: 


sammelten den Speichel in einem hohen, schmalen Zylinder; nach 
Absetzen der gréberen Partikelchen wurde derselbe zentrifugiert und 
nachher untersucht. 





Rinderspeichel zeigte bei Trockenfutter . 


” 


» Grinfutter 


Spez. Gew. 


1,0028—1,0088 
1,0017—1,0050 


Trockensubstanz 


0,8—2,2 % 
0,4—1,3 % 


Pferdespeichel , Trockenfutter . 1,0020—1,0080 0,5—2,0 % 
- , Grinfutter 1,0015—1,0045 0,3—1,3 % 


Die Trockensubstanz hangt nicht nur von der Art der Fiitterung, 
sondern auch von der Quantitaét des abgesonderten Speichels und von 
der Leichtigkeit ab, mit welcher das Tier denselben ausschied. Ist 
wahrend derselben Zeit mehr Speichel abgesondert worden, so enthalt 
derselbe weniger Trockensubstanz und ist diinner und fhissiger. 


Der Speichel ist alkalisch. Die Wasserstoffionenkonzentration, 
elektrometrisch bestimmt, gibt folgende Zahlen: 


Speichel der 


Kuh Nr. 12, bei der Trockenfiitterung genommen, zeigte Pu = 8,86 

26, - Pu = 8,90 

17, - Pu = 8,83 

we 9 is - Pu = 8,82 

» + 937, b. d. Fiitterung m. Griinfutter genommen, zeigte py = 8,56 

” os TE we es ss ss or) ” Pa = 8,76 

» +» 26, waihrend des Wiederkauens genommen, -zeigte . Pa = 7,90 

ao a oe = der Nachtruhe genommen, zeigte . - Pa = 8,55 

i, Pu = 8,80 
Speichel des , 

Pferdes Nr. 2, wahr. d. Fiitterung (Trockenf.) genommen, zeigte pq = 8,59 

9 » 8, “ re + Pu = 8,49 

. mi (Griinf.) . pu = 8,62 

aa > a i a ne a Pu = 8,51 

a ty .. Nachtruhe genommen, zeigte . Pu = 8,60 


Aus obigen Zahlen geht hervor, daB der Speichel der Rinder 
wihrend der Fiitterung und wahrend der Ruhezeit eine Wasserstoff- 
ionenkonzentration pp 8,55 bis 8,90, also durchschnittlich pg = 8,80 
zeigt. Wahrend des Wiederkauens zeigt der Speichel durchschnittlich 
Pu = 8,0. 


Diese Verminderung der Alkalitat des Speichels wahrend des 
Wiederkauens findet unter dem EinfluB der Magensafte statt. 


Die 
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Alkalitat des Pferdespeichels ist etwas niedriger, denn sie zeigt py == 8.50 
bis 8,60. Daraus ersehen wir, daB der Rinder- und Pferdespeichel 
eine viel héhere Alkalitat zeigt als derjenige des Menschen, bei dem 
nach Michaelis und Pechstein! py = 6,81 ist. 


Bestimmung des py-Optimums der Speichelamylase, 


Zur Bestimmung des optimalen py haben wir verschiedene Puffer 
angewendet. In allen diesen Fallen zeigte es sich jedoch, daB die Re- 
sultate der Bestimmung des optimalen py nicht mit denjenigen, die 
rechnerisch festgestellt wurden, iibereinstimmen. Nach einer Reihe 
von Versuchen iiberzeugten wir uns, daB hier ein anderes Verfahren 
zur Bestimmung des optimalen py angewendet werden muB. 


Dazu neutralisierten wir erst den Speichel, und dann erst setzten 
wir die nétigen Puffer zu. Bei Gegenwart von Brom-kresol-purpurin 
haben wir bei einer Probe von 10 ccm festgestellt, wieviel n/10 Schwefel- 
siure notwendig ist, um den Speichel zu neutralisieren. | Nachher 
nahmen wir die gleiche Speichelmenge, versetzten sie mit der vorher 
bestimmten n/10 Schwefelsiure, und nach Durchmischen, wobei der 
Speichel stark schaumte, wurden die nétigen Puffer zugesetzt. 


Auf Grund obiger Versuche haben wir in einige Reagenzgliiser 
je 10 ccm neutralisierten Speichel gegeben und 10 cem Phosphat- 
lésung als Puffer, darauf je 0.5ccm |, °%,ige Starkelésung zugesetzt 
und nach Durchmischung in ein Wasserbad von 45° C gestellt, worauf 
die Verzuckerung der Starke mittels Jodreaktion nach 100 Minuten 
festgestellt wurde?. Die Resultate sind folgende: 





Pu Jodreaktion 
5,8 { dunkelrot 
6,2 rotgelb 

; : 6.6 F : gelbrotlich 

Rinderspeichel is verzuckerte Starke in 100 Min. 

70 dunkelrot 
74 rotlichviolett 
7,8 violett 











Aus obigem geht hervor, daB das optimale py zwischen 6,2 bis 6,6 
liegt, wobei pa = 6,6 sich giinstiger zeigt. Um dieses Optimum genauer 


1 L. Michaelis und H. Pechstein, diese Zeitschr. 77, 59, 1913. 
2 Wir bemerken, da hier und bei weiteren Untersuchungen eigentlich 
nicht die verzuckernde Kraft, sondern die Dextrinierung beobachtet wurde. 


3* 








36 T. Chrzaszez u. Z. Schechtl6wna: 


zu bestimmen, unternahmen wir dieselbe Untersuchung in kleinerem 
pu-Abstand : 








Pu Jodreaktion 

6.1 rot 

6,2 hellrot 

6,3 rotgelblich 
Rinderspeichel 64 verzuckerte Starke in 100 Min. ° 

6,5 gelbrot 

6,6 . 

6,7 rotgelb 

6,8 








Die erhaltenen Resultate zeigen, daB die optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration beim Kuhspeichel und verwendetem Phosphat puffer 
bei pu = 6,5 bis 6,6 liegt. Daraus geht also hervor, daB die alkalische 
Reaktion des Speichels ungiinstig fiir seine verzuckernde Wirkung auf 
Starke ist, und daB der Magensaft, welcher als sauer die Alkalitat des 
Speichels vermindert, eine kraftigere Wirkung der Diastase des Speichels 
verursacht. Diese erklart auch Griitzners! Beobachtung, durch Edkins? 
bestatigt, da der Magensaft giinstig auf die Speicheldiastase der 
Rinder wirkt. 


Ahnlich gingen wir auch bei Untersuchung des Pferdespeichels 
vor. Dazu verwendeten wir weniger Speichel, nur 5 ccm, jedoch gleiche 
Phosphatpuffermenge und leem ',°,iger léslicher Starke. Nach 
100 Minuten stellten wir mittels Jodreaktion fest, bei welchem py die 
Verzuckerung der Starke am besten vor sich geht. Es zeigte sich, dali 
die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die verzuckernde Wir- 
kung der Diastase des Pferdespeichels bei ‘py = 6.2 liegt. 


Bestimmung der optimalen Temperatur der Speichelamylase. 


Auf Grund der  festgestellten optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration fiir die Wirkang der Speicheldiastase haben wir auch 
ihre optimale Temperatur bestimmt. Eine Reihe Reagenzglaser fiillten 
wir mit 10 ccm Speichel und bei optimalem py untersuchten wir mit 
der Jodreaktion, bei welcher Temperatur am schnellsten 0,5 ccm der 
1, °,igen Starke verzuckert werden. Die Temperaturgraduierung war 
5°C und die Untersuchungszeit je 20 Minuten. Das Resultat ist 
folgendes : 


' Griitzner, Arch. f. Physiol. 106, 463, 1905. 
2 Edkins, Journ. of Physiol. 34, 133, 1906. 
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Aus obiger Tabelle geht hervor, daB die optimale Temperatur der 
diastatischen Wirkung des Rinderspeichels beim optimalen pg bei 45° C 
liegt, mit Neigung zu 40°C, das sich giinstiger als 50°C erweist. 

Ahnlich wie mit dem Rinderspeichel verfuhren wir mit dem Pferde- 
speichel. Es wurden je 5ccm Speichel genommen und bei pg = 6,2 
auf 0,5cem ¥,°,iger Starke einwirken gelassen. Die Bestimmungen 
wurden in einem Zeitraum von 15 Minuten ausgefiihrt. 

Wie obige Tabelle zeigt, liegt die optimale Temperatur fiir die 
Diastase des Pferdespeichels beim optimalen pg bei 45 bis 50°C. Der 
Pferdespeichel hat also eine héhere optimale Temperatur als der Rinder- 
speichel. Er weist auch mehr Diastase auf, ahnlich wie bei der Milch- 
diastase!. 

Die Amylasemenge im Speichel. 


Um festzustellen, ob die Diastasemenge bei den Tieren gleich ist, 
haben wir folgende Untersuchungen durchgefihrt : 


Kine Reihe Reagenzglaser fiillten wir stufenweise mit 1 %iger Starke- 
lésung, und zwar ins erste Glas 0,05 ccm, ins zweite Glas 0,1 cem, ins dritte 
Glas 0,2 cem usw., bis 0,6cem, worauf wir 10 ccm Rinderspeichel bei 
optimalem pq und 45°C einwirken lieBen und mittels Jodreaktion fest- 
stellten, wieviel Starke binnen 80 Minuten verzuckert wurde. Der Speichel 
wurde von verschiedenen Kiihen genommen wahrend verschiedener Tages- 
zeiten. 





nee “He ~_ Entnommen —— = 
20 morgens verzuckert 0,1 
23 z ss 0,2 
44 ~ ‘ 0,2 
1 . e 0,2 
23 nachts i 0,05 
8 ‘ unverzuckert 0,05 
43 E verzuckert 0.1 
47 mittags ‘ 0,2 
43 za . 0,3 
39 cs . 03 
10 as ms 0,2 
8 is . 02 
20 F és 0,2 
52 Ps is 0,3 


Diese Zahlen zeigen, daB die Menge der Diastase im Rinderspeichel 
schwankt, was von verschiedenen Einfliissen abhangt, wobei auch die 
Individualitat der Tiere eine Rolle spielt. 

Ahnlich ist es beim Pferdespeichel. Beim optimalen pg und 50° C 
wurde in 80 Minuten folgende Menge ',°,iger Starke verzuckert: 


1 T. Chrzaszcz und C. Géraléwna, diese Zeitschr. 166, 172, 1925. 
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— - Entnommen "le “/olge ee 
2 morgens verzuckert 0,4 
4 : 3 0.6 
3 . e 0,6 
6 o ee 0,5 
6 mittags ‘i 0,6 
2 i e 0,7 
4 a " 0,7 


Auch beim Pferdespeichel sehen wir, da8B die Diastase nicht immer 
in gleicher Menge vorkommt. Ferner sehen wir, daB die diastatische 
Kraft des Pferdespeichels etwa zwei- bis viermal starker wirkt als 
die des Rinderspeichels. 

Um diese Unterschiede der Diastasemenge des tierischen Speichels 
zu erkjaren, haben wir folgende Untersuchungen durchgefiihrt : 


EinfluB der Tageszeit auf die Amylasemenge im Speichel. 


Um den EinfluB der Tageszeit auf die Diastasemenge des Rinder- 
speichels zu ermitteln, wurde seine diastatische Kraft, wie oben an- 
gegeben, bei px = 6,6, Temperatur 45°C untersucht. 





Speichel entnommen 


| mittags mittags nachmittags 

Datum Kuh Nr morgens wihrend der nach der whhrend des 

Fiitterung Fiitterung Wiederkauens 

| verzuckerte bei 45°C, py = 6,6, cem 1/)° oige Stirkelisung 
7. XI. 23 0,15 0.2 0,3 0,: 
19. XI. : 48 0,2. 0,2 0, 0,3 
23. XI. 20 0,2 0,2 0,3 0,3 
25. XI. 23 0,2 0,2 0,25 — 0,3 

nachts 

10. XI. 44 01 0,1 0,2 0,2 


Aus obigen Zahlen geht hervor, daB bei den Rindern der diastase- 
reichste Speichel kurz nach der Fiitterung und wihrend des Wieder- 
kauens abgesondert wird. Dagegen vermindert sich der Diastasegehalt 
wahrend der Fitterung, und besonders wihrend der Ruhezeit. Was die 
Menge der Diastase im Speichel wahrend der Fiitterung anbetrifft, 
so laBt sich ibre Verminderung durch reichliche Ausscheidung des 
Speichels in dieser Zeit erklaren, der also als mehr verdiinnt weniger 
Diastase enthalt. Ferner stellen wir gewisse individuelle Unterschiede 
fest. Manche Tiere haben einen Speichel, der wenig Diastase enthilt, 
bei anderen ist sie wieder reichlicher. 
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Speichel entnommen 
: rage wihrend der nach der |.) 

Datum Pferd Nr. mn Ohr TL Fiitterung Fiitterung “tl 
: eer 1230 Uhr — i. .o 


verzuckerte bei 50°C, py = 6,2, cem 1/2 %/oige Starkelisung 


| 


3. XII. 2 0,4 0,7 0,7 0,8 0,5 
4. XII. 4 0,6 0,7 0,8 0,7 0,6 
6. XIL. 6 0,6 0,6 0,7 0,7 0.6 


Die angefiihrten Zahlen zeigen, daB der Pferdespeichel wahrend 
der Fiitterung und kurz nachher am meisten Diastase enthalt. Wahrend 
der Ruhezeit ausgeschiedener Speichel ist viel armer an Diastase. Auch 
hier finden wir, wie bei den Rindern, individuelle Unterschiede, es scheint 
aber, daB dieselben nicht konstant, sondern von Nebeneinfliissen ab- 
hangig sind. 

Einflu8 der Fiitterung. 

Zu diesem Zwecke haben wir mit einer Gruppe von Rindern Ver- 
suche durchgefiihrt. Die Tiere wurden 3 Tage lang mittags mit Kar- 
toffeln und weitere 3 Tage mit Griinfutter, und zwar Saradella, ge- 
fiittert. Der Speichel wurde wie oben angegeben entnommen und bei 
45° C, pa = 6,6, untersucht. Er zeigte keinen deutlichen Unterschied 
in der Menge der verzuckerten Stirke. Diese Beobachtung weist darauf 
hin, daB die Art des Futters keinen Einflu8 auf die Menge der Diastase 
des ausgeschiedenen Speichels hat. Es wiirde also nur ein gewisser 
Unterschied in dem Sinne bestehen, daB bei Trockenfutter mehr Speichel 
abgesondert wird als bei Griinfutter, demnach wird im ersten Falle 
mit dem Speichel in derselben Zeit mehr Diastase ausgeschieden als 
im zweiten. 

Wenn wir die obigen Untersuchungen mit denen iiber mensch- 
lichen Speichel vergleichen, so zeigen schon die Untersuchungen 
J. Wohigemuths', daB die Diastasemenge des Speichels gewéhnlich 
nach dem Essen gréBer ist, und daB die Ernihrung ohne Einflu8 auf 
die Diastasemenge zu sein scheint. Evans? findet, daB die Diastase- 
menge des Speichels wihrend der Mahlzeit steigt und sich erst 2 bis 
3 Stunden nach dem Essen vermindert. EiweiShaltige Nahrung, wie 
auch das Kauen der. Speisen haben auf die Diastasemenge keinen 
EinfluB. Anderer Meinung ist G. Hirata*. Seiner Ansicht nach sollen 
nur kleine Schwankungen der Diastasemenge wiihrend des Tages vor- 
kommen und dieselbe unabhingig von der Ernaihrung, der Essens- 
zeit, wie auch der Menge des ausgeschiedenen Speichels sein. Ahnliche 


1 J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 1908. 
2 OC. L. Evans, ebendaselbst 48, 432, 1912. 
3 G. Hirata, ebendaselbst 47, 167, 1912. 
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Resultate stellen H. Litomanowicz und E. Miiller! fest. Diese Unter- 
suchungen wurden jedoch ohne Beriicksichtigung verschiedener Ein- 
fliisse auf die Diastasemenge gefiihrt, vor allen Dingen obne Be- 
riicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration, und sind deshalb 
nicht maBgebend. Erst die genauen Untersuchungen H. Pringshewms 
und A. Beisers® stellen fest, daB der am Nachmittag ausgeschiedene 
Speichel kraftiger verzuckernd wirkt als der des Morgens. Dagegen 
hat die Ernahrung wie auch ihr Starkegehalt keinen EinfluB auf die 
Menge der mit dem Speichel ausgeschiedenen Diastase. 

Unsere Untersuchungen iiber den tierischen Speichel stimmen 
mit denen tiber menschlichen Speichel darin iiberein, daB der Speichel 
der nachtlichen Ruhezeit und des Morgens armer an Diastase ist als 
der Speichel des Mittags und besonders nach der Mahlzeit bzw. Fiitterung, 
sowie bei Rindern wahrend des Wiederkauens (8.38 bis 40). Ferner 
finden wir, da8 die Art des Futters keinen deutlichen Einflu8 auf die 
Menge der Speicheldiastase hat. Dagegen sehen wir, da im mensch- 
lichen Speichel keine individuellen Unterschiede der Diastasemenge 
beobachtet wurden, was wir bei Rindern und Pferden ganz deutlich 
konstatierten. 


Die Verteilung der Amylase auf einzelne Speichelportionen. 


Wahrend der Entnahme des Rinderspeichels teilten wir denselben 
in drei Portionen, welche in Zwischenriumen von 5 Minuten gesammelt 
wurden. Diesen Speichel untersuchten wir bei 45° C, pa == 6,6, auf seine 
Verzuckerungskraft, welche mit ',°,iger Starkelésung mittels Jod- 
reaktion nach 80 Minuten festgestellt wurde. 





Kuh Nr. Speichelportion — 
cc 
+ 4 
20 1 0.25 
2 0,20 
3 0.20 
12 1 0,20 
2 verzuckerte 0,20 
3 0,20 
52 1 0,22 
2 0.20 
£ 0.20 








Aus diesen Untersuchungen sehen wir, daB die erste Speichel- 
portion etwas kraftigere Verzuckerung aufweist, jedoch ist der Unter- 


1 H. Litomanowicz und E. Miiller, Centralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. 
10, 81, 1912. 
2 H. Pringsheim und A. Beiser, diese Zeitschr. 148, 336, 1924. 
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schied gegeniiber den iibrigen Portionen unwesentlich. Der etwas 
héhere Wert der verzuckerten Starke in der ersten Speichelportion 
wurde nur schaitzungsweise erhéht, um den Unterschied gegeniiber 
den anderen Portionen zu zeigen. Wir bemerken noch, da wir auch 
Speichel fanden, dessen einzelne Portionen keinen Unterschied in der 
Verzuckerung aufwiesen. Die Erklarung dieser Erscheinungen geben 
wir weiter unten an. 


Die Einfliisse des Alters, Geschlechts und Gesundheitszustandes der Tiere 
auf die Menge der Speichelamylase, 


Beziiglich des Alters und Geschlechts konnten wir keinen EinfluB 
beobachten. Unserer Ansicht nach besteht entweder gar kein EinflaB 
dieser Art, oder derselbe ist so unbedeutend. daB man ihn nicht genau 
feststellen konnte. 

Anders steht es mit der Gesundheit. Bei leichten Erkrankungen 
findet man keinen deutlichen EinfluB, dagegen sieht man ihn bei 
schweren Erkrankungen deutlich. G. Hirata! ist der Ansicht, da8 beim 
Menschen der Gesundheitszustand ohne EinfluB auf die Diastasemenge 
des Speichels ist, wobei zu bemerken ist, daB seine Untersuchungen 
ohne Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration vorgenommen 
wurden. 

Bei nicht schweren Fallen von Maul- und Klauenseuche und bei 
tuberkuléser Erkrankung fanden wir keinen EinfluB, dagegen hatten 
wir vier Falle schwerer Erkrankungen, die sich folgendermafen auBerten, 

Kuh Nr. 32 hatte eine schwere Euterentziindung und nahm 2 Tage 
lang keine Nahrung zu sich, sie trank nur Wasser. In beiden Tagen 
war die Diastasemenge des Speichels so spirlich, daB dieser sogar 

‘O,leem ¥,°%iger Starke wihrend 80 Minuten unter optimalen Be- 
dingungen nicht verzuckerte. Am vierten Tage lie} die Entziindung 
bzw. Anschwellung langsam nach, die Kuh begann zu fressen, und von 
da an zeigte sich schon ein ziemlich normaler Gehalt an Diastase im 
Speichel, der 0,2 ccm '.,°,iger Starke in 80 Minuten unter optimalen 
Bedingungen verzuckerte. 

Der zweite Fall war eine schwere Euterentziindung, die zum 
Schlachten des Tieres fiihrte. Der Speichel dieser Kuh zeigte gleichfalls 
fast gar keine verzuckernde Wirkung. 

Der dritte Fall betraf eine Kuh, die an Maulseuche erkrankt war. 
Sie fra8 gar nichts, der Verlauf der Krankheit war sehr schwer. Auch 
hier war nur eine sehr schwache verzuckernde Wirkung im Speichel 
vorhanden, und zwar wurden durch 10 ccm Speichel 0,1 cem '.,°\iger 
Starkelésung wihrend 80 Minuten nicht verzuckert. 


1 @. Hirata, |. ¢. 
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Der vierte Fall betraf ein Pferd, welches an Laihmung des 
Riickenmarks und der Nerven litt, es konnte nicht auf den Beinen 
stehen, und Nahrung nahm es iiberhaupt nicht zu sich. Die Speichel- 
menge war normal, aber die diastatische Wirkung des Speichels war 
sehr gering, so daB er unter optimalen Bedingungen kaum 0,1 cem 
Viger Starkelésung verzuckerte. 


Auf Grund obiger Beobachtungen kénnen wir behaupten, da 
sich die Amylasemenge des Speichels bei Erkrankung vermindert. 


Der EinfluB8 des Kochsalzes auf die Speichelamylase. 


Der giinstige Einflu8 des Kochsalzes auf die Speicheldiastase ist 
schon lange bekannt!. Fiir uns handelte es sich um die Feststellung, ob 
der tierische Speichel sich ebenso verhalt. Zu diesem Zwecke fiillten 
wir eine Reihe Reagenzgliser mit Kuhspeichel, der bei 45° C, pa == 6,6, 


bei Gegenwart von verschiedenen Mengen 5°,iger Kochsalzlésung auf 
0.5cem ',°,iger Starke einwirkte. 


Die Jodreaktion der Stérkelésung, durch Rinderspeichel verzuckert bei 
Zusatz von NaCl; pq 6,6 und Temperatur 45°C. 





NaCl- 


Menge Nach Nach Nach Nach Nach Nach 
om 20 Min. 40 Min. 60 Min. 80 Min. 100 Min. 120 Min. 
0 blau mit blauviolett violett violettrot rotviolett rotbraun 
violettem 
Schein 
0,5 ebenso . . rotviolett | rotbraun  dunkelrot 
1,00 nl a a - : a = 
1,50 - fa a ‘a dunkelrot rot 
2,00 ” ” “ ” ” rotgelb 
2,50 blauviolett i . ” ” * 
3,00 = | violett violettrot rotbraun rotgelb gelbrot 
3,50 ie = ‘ dunkelrot - fs 
4,90 . ‘ i “ - . 
4.50 “ rotbraun  dunkelrot rot 
5.00 blau mit blauviolett violett violetirot rotbraun dunkelrot 
violettem | 
Schein 


Die obige Tabelle zeigt, da der Zusatz von Kochsalzlésung 
férdernd auf die Speicheldiastase wirkt und daB der giinstigste Zusatz 
bei Rinderspeichel 2 bis 4ccm betrigt, also durchschnittlich 3 ccm, 
was 1,5°/,, Natriumchlorid entspricht. 


Ahnlich verhalt es sich beim Pferdespeichel. Zur Untersuchung 
wurden 5cem Speichel genommen, welcher auf O.5cem 1°, iger 


1 O. Nasse, Pfliigers Arch. 11, 138, 1875. 
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r, 
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Starkelésung einwirkte, bei py 6,2 und bei 50°C. unter Zusatz ver- 
schiedener Mengen 5° ,iger Kochsalzlésung. 





Die Jodreaktion der Starkelésung, durch Pferdespeichel verzuckert bei 
Zusatz von NaCl; pq 6,2 und Temperatur 50°C. 

NaC l-Menge Nach Nach Nach Nach Nach Nach 
pa 20 Min 40 Min. 60 Min. 80 Min. 100 Min. 120 Min. 
0,0 blau mit _ blauviolett violett rotviolett | rot | gelbrot 

violettem 

Schein 

0.4 ebenso violettblau . - i 
0.8 - violett rotviolett dunkelrot 
1,2 blauviolett = _ = ~ a 
1,6 . “3 4 " gelbrotl. 
2.0 = ‘ dunkelrot rot rotgelb 
2.4 violettblau rotbraun 
2.8 i - 
3,2 blauviolett — rotviolett . a . ia 
3,6 violett rotviclett dunkelrot rot gelbrot 
4,0 rotbraun dunkelrot ! 


Diese Tabelle zeigt, daB der Zusatz von Kochsalzlésung auf die 
tierische Diastase einen giinstigen Einflu8 hat und daB die optimale 
Menge 1,5°/,, NaCl betragt. Diese Zahlen nahern sich den optimalen 
Mengen des Kochsalzes bei dessen Wirkung auf die Diastase des 
menschlichen Speichels, welche E. Ernstrém' zu 1 bis 1,6°/ 9, feststellte. 


Die diastatische Kraft des Speichels nach Aufbewahrung wihrend 24 Stunden. 


H. Goldschmidt? und Markof/* geben an, daB Speichel, welcher 
anfangs keine diastatische Wirkung zeigte, im Verlauf von 24 Stunden 
diese Wirkung auBerte, was wahrscheinlich seinen Grund darin hat, 
daB das Enzym in proenzymatischer Form hier vorkommt. Um diese 
Erscheinung zu erklaren, teilten wir den Speichel in zwei Portionen. 
Eine Portion lieBen wir sofort auf die Starke einwirken, die andere 
erst nach 24 stiindigem Aufbewahren bei 20° C. 


20 cem Speichel verzuckerten bei py 6,6 und 45°C in 100 Minuten: 


Von der Kuh Nr. 45 direkt . 0,3cem 4°%ige Starkelésung 
nach 24 Stunden OS.-. Be: " 
Von der Kuh Nr. 21 direkt Oe vs ~ 
nach 24 Stunden oA * » 
' EB. Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. 
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2 1.¢ 


i é. 
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Also verzuckerte der aufbewahrte Speichel iibereinstimmend mit 
den Beobachtungen oben erwahnter Autoren kraftiger. Der Grund 
hierfiir kann tatsiachlich in der proenzymatischen Form der Diastase 
liegen, aber wahrscheinlicher ist hier eine Entwicklung von Bakterien, 
welche gleichfalls diastatische Wirkung haben kénnen. 


Weitere Speichelmengen teilten wir deshalb in drei Portionen. 
Eine Portion lieBen wir sofort einwirken, die zweite versetzten wir 
mit Toluol und verwandten sie nach 24stiindiger Aufbewahrung. Die 
dritte Portion bewahrten wir ohne Antisepticum auf und verwandten 
sie wie oben nach 24 Stunden. 


Speichel direkt verzuckerte .. .. . . . 0,3cem 1, °,iger Staérkelésung 
Speichel, versetzt mit Toluol, verzuckerte 

One Te gw ct te te ae iat - 
Speichel nach 24stiindiger Aufbewahrung 

SE 4 a a we os ee oe 7 ee = ee 


Es zeigt sich, daB bei Zusatz des Antisepticums die diastatische 
Kraft des Speichels sich nicht vergréSert. Um festzustellen, ob der 
Zusatz von Toluol die Diastase nicht schidigt, fiihrten wir weiter 
folgende Untersuchungen: 


Den Speichel teilten wir in drei Portionen. Die erste verwandten 
wir unmittelbar, die beiden anderen bewahrten wir 24 Stunden lang 
auf, eine Portion bei etwa 25°C, die zweite bei 0° C, worauf wir ihre 
diastatische Kraft bestimmten. 


Speichel unmittelbar verzuckerte. . . . . 0,2 cern ‘4s %iger Starkelésuny 
Speichel nach Aufbewahrung von 24 Stdn. 

bei SOC wermmelctttes ... 2... 2s . O88 ,, > * 
Speichel nach Aufbewahrung von 24 Stdn. 

nes. Oo See. ow ee oo ow 88s a - 


Die Untersuchungen zeigen endlich, daB die VergréBerung der 
diastatischen Kraft des Speichels bei Aufbewahrung bei Zimmer- 
temperatur, die manche Autoren beobachtet haben, seine Ursache 
nur in der Bakterienentwicklung im Speichel hat. Mikroskopische 
Untersuchungen des Speichels bestatigen dieses. Aufbewahrter Speichel 
zeigte eine verhailtnismaBig groBe Menge von Bakterien. 


Wie wir vorher schon bemerkten, war in friiheren Arbeiten der 
alkalische Einflu8 des Speichels auf die Diastasewirkung nicht be- 
riicksichtigt. Die Entwicklung der Bakterien kann also hier in 
zwei Richtungen giinstig wirken, durch Saurebildung der Bakterien. 
wodurch die Alkalitaét des Speichels verringert wird; dadurch sind schon 
bessere Bedingungen fiir die Diastasewirkung geschaffen. Gleichzeitig 
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kénnen diese Bakterien auch selbst Diastase erzeugen, um dadurch 
die Menge der Speicheldiastase zu vergréBern. 

Die obigen Beobachtungen erklaren uns auch den Unterschied der 
Diastasemenge in den einzelnen Speichelportionen. Wie wir feststellten, 
weist die erste Speichelportion eine etwas kraftigere diastatische Wirkung 
auf. Die letzten Bestimmungen zeigen uns, warum die erste Speichel- 
portion eine kraftigere verzuckernde Wirkung aufweisen kann. Wenn 
man beriicksichtigt, daB diese mehr Bakterien enthialt als die folgenden, 
so ist es erklairlich, weshalb sie eine kraftigere verzuckernde Wirkung 
haben kann. 

Einflu8 von Blutserum. 


Der giinstige Einflu8 des Blutserums auf die diastatische Kraft des 
menschlichen Speichels, zuerst von Pozerski erwibnt!, wurde spiter 
von Wohlgemuth®, Hizume* u.a. als charakteristisches Merkmal fiir 
die tierische Diastase festgestellt. Dieser Einflu8 des Blutserums auf 
die diastatische Kraft der Milch wurde auch durch einen von uns #4 
festgestellt, demnach war es interessant nachzuforschen, wie sich in 
dieser Richtung die Speicheldiastase verhalten wiirde. Zu diesem Zwecke 
lieBen wir je 10 ccm Speichel auf 0,5cem ',°,ige Starkelésung bei 
pu 6,6, Temperatur 45°C, 60 Minuten lang in Gegenwart von ver- 
schiedenen Mengen Blutserum einwirken. 





Jodreaktion 


Speichel allein verzuckerte bis. ...........4..-. violett 
Ps mit Zusatz von 0,1 cem Blutserum verzuckerte bis . ee 
” ” “ ” ¥4 ” ” ” ” violettrot 
‘ ‘“ . o. es ie u . rotvivlett 
‘ in e = ane = - a dunkelrot 
- : ° ae a # . rotgelb 
° a ‘a eS ee “ a es gelbrot 
” ” ” ” 0,7 ” ” ” > 9 ” 

Blutserum allein, 0,5cem mit Starke verzuckerte bis ... . blau 


Die Untersuchungen zeigen, da8 Blutserum die diastatische Kraft 
des Rinderspeichels stark und giinstig beeinfluBt. In 60 Minuten ver- 
zuckerten etwa 10 ccm Speichel unter Zusatz von 0,6 ccm Blutserum 
volistindig diejenige Starkemenge, welche der Speichel ohne Zusatz 
nur bis zur violetten Jodreaktion dextriniert hat. 

Ahnliche férdernde Wirkung des Blutserums konstatieren wir auch 
bei der diastatischen Kraft des Pferdespeichels. 


1 Pozerski, These d. Paris 1902, S. 70. 

2 J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 38, 303, 1911. 

3 K. Hizume, ebendaselbst 146, 52, 1924. 

* T. Chrzaszcz und C. Géraléwna, diese Zeitschr. 166, 172, 1925. 
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H. Pringsheim' zeigte, da®B der Hefeauszug firdernd auf die dia- 
statische Kraft des menschlichen Speichels wirkt. Um diesen EinfluB 
auf den tierischen Speichel zu studieren, lieBen wir 30 ccm Rinder- 
speichel bei pa = 6,6, Temperatur 45° C, auf 2 ccm 1 °,ige Starkelésung 
einwirken. Zu zwei weiteren Proben setzten wir Hefekomplement zu, 
das wir einmal durch Zerreiben von 5 g Hefe mit 100 ccm Wasser er- 
hielten, im zweiten Falle wurde die Hefe 24 Stunden unter Wasser. 
dem einige Tropfen Chloroform zugesetzt waren, aufbewahrt. 


Speichel allein nach 4stiindiger Verzuckerung der Starke- 
lésung gab 10,5 mg Maltose 


Speichel mit 1 cem Auszug aus frischer Hefe nach 4stiin- 


diger Verzuckerung der Starkelésung gab. . . . . . 17,0 ,, - 
Speichel mit lcem Auszug aus frischer Hefe, die 

24 Stunden unter Wasser aufbewahrt wurde, gab. . 17,2 ,, - 
eee eee eee - 


Das Hefekomplement wirkt also auch stark auf die verzuckernde 
Kraft der Speicheldiastase der Rinder, also ahnlich wie bei der mensch- 
lichen Speicheldiastase beobachtet wurde. AuBerdem beweisen die 
obigen Versuche, da die tierische Speicheldiastase tatsichlich ver- 
zuckernd auf die Starke wirkt und nicht nur dextrinierend, was wir 
mit der Jodreaktion verfolgend bestimmten. 


Dialyse des Speichels. 


Wie wir vorher gesehen haben, tibt der mit Kochsalz versetzte 
Speichel eine kraftige verzuckernde Wirkung auf die Starke aus. Man 
mu8 demnach annehmen, daB durch Entfernung der Chloride, und zwar 
durch Dialyse, die diastatische Wirkung des Speichels entsprechend 
fallen mu8. Um diese Erscheinung zu untersuchen, haben wir, nach 
vorheriger Reinigung des Speichels, demselben 1°, Chloroform zu- 
gesetzt und 48 Stunden dialysiert. Danach haben wir, wie in den 
vorherigen Untersuchungen, 10 ccm dialysierten Speichel auf '.,°,ige 
Starkelésung 60 Minuten einwirken lassen. 





0,05 cem 0,1 cem 0,2 ecm 0,3 eem 0,4 cem 0,5 cem 
10 cem Speichel — . = = 7 


Direkt. . . gelb gelb gelbrot dunkelrot rotvivlett violett 
Dialysiert . » gelbrot | rotbraun rotviolett — violett violettblau 


Die obigen Resultate zeigen, daB dialysierter Speichel eine ge- 
ringere verzuckernde Wirkung hat als normaler Speichel. 


1 H. Pringsheim und K. Schmalz, diese Zeitschr. 142, 108, 1923 
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Ferner fiihrten wir weitere Untersuchungen aus, indem wir den 
Speichel 72 Stunden dialysierten. Diesen Speichel teilten wir in 
zwei Portionen, eine lieBen wir direkt auf die Starke einwirken, 
wahrend wir zu der anderen Portion 1°/9, NaCl zusetzten und sie 
auf verschiedene Mengen Starkelésung bei pg = 6,6 und 45° C ein- 


wirken lieBen. Das Resultat zeigt sich wie folgt: 





0,05 cem 0,1 ecm 0,2 eem 0,3 cem 0,4 ecm 0,5 cem 





10 cem Speichel : 
verzuckerten !/2°/gige Starke zur Jodreaktion 


Direkt... gelb gelb gelbrot = rotviolett violettrot violett 
Dialysiert . e rot violettrot —_-violett violett violettblau 
Dialysiert mit 

Nei... ‘ gelb rot rotviolett | violettrot violett 


Die diastatische Kraft im Speichel nimmt mit der Dauer der 
Dialyse ab. Wenn man zu solchem abgeschwachten Speichel Kochsalz 
zugibt, nimmt die diastatische Kraft zu, was ein Beweis dafiir ist, daB 
Anwesenheit von NaC! fiir die diastatische Wirkung des Tierspeichels 
notwendig ist. 


Die Abscheidung der Amylase aus dem Speichel. 


Wir finden es weiter notwendig, nicht nur aus theoretischen Griinden, 
sondern auch zweifelhafter Aussagen wegen tiber das Vorhandensein 
der Amylase im Speichel, dieselbe daraus abzuscheiden. Zu diesem 
Zwecke verwendeten wir Kuhspeichel, den man leicht in gréBerer 
Menge sammeln konnte. Die Amylase wurde auf zwei Arten ab- 
geschieden, mit Alkohol und mittels der Adsorptionsmethode. 

1. Nach vorheriger griindlicher Reinigung durch Setzen und 
Zentrifugieren des Speichels wird derselbe mit der vierfachen Menge 
97 °.igen Alkchols versetzt. Dabei entsteht ein groBflockiger Nieder- 
schlag, der sich leicht zu Boden setzt, so daB man ‘nach 20 Minuten 
den gréBten Teil Alkohol wieder abgieBen konnte, worauf der Nieder- 
schlag auf einem Buchnerfilter gesammelt, mit Alkohol-Ather aus- 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet wurde. Der anfangs weibe 
Niederschlag nahm wiihrend des Trocknens eine graue Farbe an. 
Nach Pulverisierung gibt er ein leichtes hellgraues Pulver. Die Menge 
der auf diese Art abgeschiedenen Amylase war folgende: 


1. Aus 200 ccm Speichel erhielt man. . . 0,40 g rohe Amylase 
S. 6 2 as ” ” oy + « « O45¢@ ,, ” 
Be) spe Sa ae ” ” eae. | ” 
Co ig OO ee o” *” ins + > Oe 4 *” 


Das bestiatigt, daB die Menge der Trockensubstanz im Speichel ver- 
schieden sein kann. 
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Die erhaltene rohe Amylase ist in Wasser schwer lislich und gibt 
eine klebrige, triibe, stark schiumende Fliissigkeit, die lange den Schaum 
beibehalt. Starke verzuckert sie schwicher! als Speichel direkt. 


2. Amylase nach der Adsorptionsmethode! wurde aus 200 ccm 
mittels 15g Kaolin bei Gegenwart von n/200 Essigsiure (pg = 3,5) 
durch 15 Minuten langes Schiitteln adsorbiert. Nach 30 Minuten 
wurde der Niederschlag abgesaugt, mit 150 ccm Natriumphosphat- 
lésung vermischt (pq = 8,0), 10 Minuten lang geschiittelt und filtriert. 
Das Filtrat wurde mit der fiinffachen Alkoholmenge versetzt, wobei 
sich ein Niederschlag bildete, der, auf einem Filter gesammelt, mit 
Alkohol und Ather ausgewaschen und im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet wurde. 


Der erhaltene Niederschlag der Amylase ist grau, nach-Pulverisierung 
gibt er einen leichten grauen Staub. In Wasser lost er sich mit einer 
leichten Triibung, jedech ohne klebrige Begleiterscheinungen, welche 
dem Speichel eigen sind. Durch auf diese Art abgeschiedene Amylase 
stellten wir fest, daB die optimale Wasserstoffionenkonzentration bei 
pu = 6,5 bis 6,6, mit Phosphatpuffer bestimmt, liegt. 


Um festzustellen, bei welcher Methode die erhaltene Amylase 
kraftiger ist, haben wir je 50 ccm Speichel derselben Kuh genommen, 
die Amylase dieses Speichels versetzten wir mit Natriumchlorid 
und lieBen sie bei py = 6,6 und 45°C auf 2ccm 1% iger Starke 
einwirken. Den erhaltenen Zucker bestimmten wir nach Bertrand. 


Amylase nach der Alkoholmethode gab ... . . 3,10 mg Maltose 
bd i » Adsorptionsmethode gab .. . 3,50 ,, mm 


Aus obigem geht hervor, daB8 die Adsorptionsmethode eine kraf- 
tigere Amylase gibt, gleichzeitig wurde durch diese Untersuchungen 
festgestellt, daB der tierische Speichel Amylase enthilt. 


SchluBfolgerungen. 


Unsere Untersuchungen tiber die Amylase des Rinder- und Pferde- 
speichels fiihren uns zu folgenden Resultaten: 


1. Die Speichelmenge, welche das Tier absondert, hingt von der 
Tageszeit, von der Fiitterungszeit und von der Verdauung ab. Am 
wenigsten wird wahrend der Ruhezeit Speichel abgesondert, besonders 
wahrend der Nachtruhe, am meisten wahrend der Fiitterung, bei 
Trockenfutter ist er reichlicher. Auf Grund unserer Zahlen kann eine 
mittelgroBe Kuh bis 28 Liter Speichel binnen 24 Stunden absondern, 
jedoch bestehen hier ziemlich groBe individuelle Unterschiede. 


1 KE. Ernstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 120, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 219. 4 
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Bei Griinfutter ist der Speichel fliissiger und armer an Trocken- 
substanz. 

2. Die Reaktion des Rinderspeichels ist alkalisch, und seine 
Wasserstoffionenkonzentration, auBer wahrend der Zeit des Wieder- 
kauens, entsprichbt py = 8,55 bis 8,90, durchschnittlich py = 8,80. 
Wiahrend des Wiederkauens ist der Speichel weniger alkalisch, durch 
Einflu8 der Magensafte, und betrigt durchschnittlich py = 8,00, 
geht aber bis py = 7,90 zuriick. 

Der Pferdespeichel ist etwas weniger alkalisch, sein py betragt 
8,50 bis 8,60. 

3. Der Rinder- und Pferdespeichel enthalt Amylase, welche durch 
zwei Methoden, und zwar durch die Alkohol- bzw. Adsorptions- 
methode erhalten wurde. 

4. Das optimale py fiir die Amylase des Rinderspeichels liegt bei 
pu = 6,5 bis 6,6, beim Pferdespeichel bei py = 6,2, in beiden Fallen 
unter Verwendung von Phosphatpuffern und bei optimaler Tempe- 
ratur. 

5. Die optimale Temperatur fiir die Speichelamylase der Rinder 
liegt bei optimalem py bei 45°C, mit Neigung zu 40°C; beim Pferde- 
speichel bei 50°C, mit Neigung zu 45°C. 

6. Die diastatische Kraft des Pferdespeichels ist etwa zwei- bis 
viermal so stark, wie die des Rinderspeichels. 

7. Am wenigsten Amylase finden wir im Speichel wahrend der 
Ruhezeit und am Morgen, am meisten nach der mittaglichen Fiitterung 
und in den nachsten Stunden. 

Die Art der Fiitterung hat auf die Menge der Amylase im Speichel 
keinen EinfluB. 

8. Das Alter, Geschlecht und leichtere Erkrankungen haben auf 
die Amylase des tierischen Speichels keinen EinfluB. Dagegen finden 
wir bei sehr schweren Erkrankungen eine starke Abschwichung der 
diastatischen Wirkung des Speichels. 

9. Kochsalz hat auf die Speichelamylase einen giinstigen EinfluB, 
seine optimale Menge liegt bei 1,5°/ 5. Dagegen beeinfluBt die Ver- 
minderung der Chloride die Wirkung der diastatischen Kraft im Speichel 
ungiinstig. 

10. Eine giinstigé Beeinflussung der Amylasewirkung des Speichels 
ruft Hefekomplement, ebenso Blutserum hervor. 

11. Speichel, der bei 20 bis 25°C aufbewahrt wurde, ruft eine 
starkere diastatische Wirkung hervor, deren Ursache in der Entwicklung 
von Bakterien liegt, und nicht, wie man friiher annahm, in einer pro- 
enzymatischen Form der Amylase zu suchen ist. 











Fluorometrische Bestimmung von Glykosiden : Asculin. 


Von 


Gustav Klein und Hans Linser. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1929.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Obwohl sowohl die Alkaloide als auch die Glykoside der pflanz- 
lichen Organismen schon seit langer Zeit bekannt und chemisch be- 
arbeitet worden sind, so da bei vielen bereits die Konstitution ein- 
deutig feststeht und ebenso eindeutige Methoden sowohl zum makro- 
chemischen wie auch zum mikrochemischen! Nachweis dieser Stoffe 
vorhanden sind, fehlt doch bisher jede Méglichkeit, sie mit Hilfe einer 
einfachen Methode als solche in reinen Lésungen oder im Gewebe 
quantitativ zu bestimmen. Besonders fiir die fortlaufende quantitative 
Verfolgung von Auftreten, Verteilung und Wandel des betreffenden 
Stoffes im Individuam fehlt jegliche Methode*®. Der einzige Weg, 
der bisher méglich war, war der, die betreffende Substanz aus dem 
Gewebe als solche zu isolieren oder in Form von Spaltprodukten oder 
anderen Derivaten daraus zu gewinnen und zu wagen. Dabei muBten 
selbstverstandlich immer sehr grobe Mengen von Ausgangsmaterial ver- 
wendet werden, so da diese Methode bereits aus diesem einfachen 
Grunde fiir die physiologische Chemie nicht in Frage kommt. Dazu 


1 G. Klein, Osterr. Bot. Zeitschr. 76, 89; G. Klein und E. Herndlhofer, 
ebendaselbst 76, 222, 229; G. Klein und H. Sonnleitner, ebendaselbst 76, 263; 
G. Klein und H. Bartosch, ebendaselbst 77, 1; G@. Klein und A. Schilhab, 
ebendaselbst 77, 14; G. Klein, E. Herndlhofer und O. Tréthandl, ebendaselbst 
77, lll; G. Klein und H. Bartosch, ebendaselbst 77, 241; G. Klein und 
A. Schilhab, ebendaselbst 77, 251; G. Klein und G. Soos, ebendaselbst 78, 
175; G. Klein und G. Pollauf, ebendaselbst 78, 251; G. Klein und M. Krisch, 
ebendaselbst 78, 257. 

2 L. Rosenthaler, Der Nachweis organischer Verbindungen, 2. Aufl. 
Stuttgart 1923; J. Schmidt, Kurzes Lehrbuch der organischen Chemie, 
3. Aufl. Stuttgart 1922; J. Schmidt und V.Grafe, Abderhaldens Handb. 
d. biol. Arbeitsmeth., Abt. 1, Teil 9, Lieferung 1; R. Seka, ebendaselbst, 
Abt. 1, Teil 11, Lieferung 246. 
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ist noch der Gang der Darstellung meist sehr kompliziert und lang- 
wierig. Es zeigt sich also, daB eine vollkommen neue Methodik not- 
wendig ist, um die genannten Stoffe quantitativ erfassen zu kénnen. 

Andererseits sind die Methoden des mikrochemischen qualitativen 
Nachweises der Alkaloide! und mancher Glykoside bereits so weit 
gediehen und haben recht interessante vorliufige Ergebnisse gebracht, 
so daB woh] daran gedacht werden muB, parallel dem qualitativen 
Nachweis auch quantitative Bestimmungen durchzufiihren. SchlieBlich 
geben ja tiber Herkunft, Wandel und Bedeutung eines Stoffes im 
physiologischen Geschehen die wertvollsten Aufschliisse immer die 
quantitativen Messungen. Es ist, wie ja die vorhandene Literatur 
tiber Glykoside und Alkaloide zeigt, auf rein qualitativer Basis bei der 
Erforschung der physiologischen Bedeutung dieser Stoffe kein end- 
giltiger Erfolg zu erzielen. Erst auf Grund einer quantitativen Verfolgung 
der Entstehung, der Speicherung und des Abbaues der Stoffe wird es 
méglich sein, ihre Stellung im physiologischen System, in der Stoff- 
wechselkette klarzustellen. 

Sucht man nun nach einer Methode zur Bestimmung der Alkaloide 
oder der Glykoside, so fallt auf, daB sich die beiden Stoffgruppen 
gegeniiber den meisten anderen dadurch auszeichnen, da sie ungemein 
starke Fluoreszenzerscheinungen zeigen?. Zwar sind es wieder nur 
manche Alkaloide und nur manche Glykoside, die so intensive 
Fluoreszenzerscheinungen zeigen, daB eine quantitative Bestimmung 
auf Grund dieser Fluoreszenz méglich wird, doch ist diese Methode 
fiir physiologisch-chemische Zwecke die bisher einzig durchfihrbare. 
SchlieBlich mu es ja auch vorlaufig geniigen, den Wandel einiger 
weniger Alkaloide und’ Glykoside in der Pflanze zu verfolgen, um 
wenigstens Anhaltspunkte fiir deren allgemeine Bedeutung zu gewinnen. 


Methode. 


Zur quantitativen Bestimmung fluoreszierender Stoffe auf Grund 
ihrer Fluoreszenz wurden bereits von mehreren Forschern Methoden aus- 
gearbeitet. R. Fabre* bestimmt die Stoffe (Hydrastin, Chinin, Fluorescein) 


1 G. Klein, Osterr. Botan. Zeitschr. 76, 89; G. Klein und E. Herndl- 
hofer, ebendaselbst 76, 222, 229; G. Klein und H. Sonnleitner, ebendaselbst 
76, 263; G. Klein und H. Bartosch, ebendaselbst 77, 1; G. Klein u. A. Schilhab, 
ebendaselbst 77, 14; G. Klein, E. Herndlhofer und O. Tréthandl, ebendaselbst 
77, 111; G. Klein und H. Bartosch, ebendaselbst 77, 241; G. Klein und 
A. Schilhab, ebendaselbst 77, 251; G. Klein und G. Soos, ebendaselbst 78, 
175; G. Klein und G. Pollauf, ebendaselbst 78, 251; G. Klein und M. Krisch, 
ebendaselbst 78, 257. 

2 G. Klein und H. Linser, Osterr. Bot. Zeitschr. 1930. Im Druck. 

8’ R. Fabre, Bull. Soc. Chim. France (4) 37, 89, 1304, 1925; E. Bayle, 
R. Fabre und H. George, Chim. et Ind. 17, 179, 1927; A. Policard, Bull. 
dhistol. 2, 317. 
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auf Grund einer exakten Bestimmung der Fluoreszenzintensitat mittels 
eines Spektralphotometers. Die Abhangigkeit der Intensitat der Fluoreszenz 
von der Konzentration der Lésung wurde kurvenmaBig festgelegt und nach 
der gefundenen Intensitaét an der Kurve die Konzentration abgelesen. Die In- 
tensitat der Fluoreszenz ist der Konzentration nicht proportional, wie wit 
ebenfalls spater feststellen, sondern zeigt ein ziemlich scharf ausgesprochenes 
Optimum, so dab zu jeder Bestimmung noch eine zweite durchgefiihrt 
werden mul, die aussagt, welchem Ast der Kurve der Wert zugehért. 
Die Optima liegen fiir verschiedene Substanzen bei verschiedenen Ver- 
diinnungen. Die ganze Methode ist einigermafen kompliziert und um- 
standlich, wie ebenso eine ziemlich umfangreiche Apparatur dazu not- 
wendig ist. 

Viel bequemer und einfacher als diese Methode ist hingegen das Ver- 
fahren der Fluorometrie, das von L.J.Desha' in einer — ,,vorlaufigen 
Mitteilung’, der keine weitere Veréffentlichung gefolgt zu sein scheint, 
angegeben wird. Desha vergleicht im Koberschen Nephelometer verdiinnte 
Lésungen (von Chininsulfat und Anilin-Jodeosin) im ultravioletten Licht 
und bestimmt auf Grund der von ihm gefundenen ,,Proportionalitat“* 
von Intensitét und Konzentration die Konzentration des Stoffes in der 
zu untersuchenden Lésung. 


Fiir die Zwecke der physiologisclen Chemie ware die Methode 
von Desha infolge ihrer gréBeren Einfachheit und der geringeren Zahl 
von Fehlerquellen vorzuziehen. Die Methode von Fabre eignet sich 
infolge ihrer Umstindlichkeit bereits bedeutend weniger. Es fillt 
nun aber auf, das Desha eine Proportionalitat von Intensitaét und Kon- 
zentration findet, eine Beziehung, gegen die die Versuche von R. Fabre 
und seinen Mitarbeitern sprechen, die eine solche Proportionalitit 
ablehnen. 

Da nun die Flucrometrie fiir unsere Zwecke eine aliBerst brauchbare 
Methode darstellen wiirde, weil sich mit ihr in den Extrakten aus 
dem Pflanzenmaterial direkt auch noch geringste Mengen von Glykosid 
oder Alkaloid quantitativ erfassen lieben, so arbeiteten wir neuerdings 
die Methode der Fluorometrie von Grund auf an dem Glykosid Asculin 
neu aus, einerseits um die Einwande gegen diese Methode und deren 
Brauchbarkeit oder Unbrauchbarkeit nachzupriifen, und andererseits, 
um die Leistungsfahigkeit der Methode fiir unsere Zwecke und an 
unseren Substanzen kennenzulernen ?. 

' LL. J. Desha, Journ. Amer. Chem. Soc. 42, 1315, 1922. 

2 Eigene, orientierende Untersuchungen haben ergeben, dali sich 
das Asculin mit Ferrichlorid in reinen Lésungen gewissermafien titrieren 
laBt. Die Fluoreszenz wird durch Lésungen von Ferrichlorid ausgeléscht. 
Je nach der Konzentration des Glykosids ist nun mehr oder weniger FeCl, 
zum Ausléschen der Fluoreszenz notwendig. Diese Erscheinung ist jedoch 
als Methode zur Bestimmung des Glykosids im Extrakt nicht verwendbar, 
da in diesem auch anderweitig Eisen .,verbraucht“’ wird, was die Be- 
stimmungen stéren wiirde. 


4* 
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1. Apparatur. 


Beim fluorometrischen Vergleich zweier Lésungen sollen die Fluo- 
reszenzintensititen miteinander verglichen werden. Zu diesem Zwecke 
konnte sowohl] ein Kolorimeter wie auch ein Nephelometer verwendet 
werden. Der in unserem Falle wesentliche Unterschied des Nephelo- 
metergerites vom Kolorimeter ist der, da‘} im Nephelometer das Licht 
in gréberer Quantitaét und auf gréBerer Flache einstrahlt als im Kolori- 
meter, das die Fluoreszenzintensitaét mithin im Nephelometer eine 
erheblich griBere ist. Dazu kommt noch, daB die Verteilung des ein- 
gestrahlten Lichtes im Nephelometer bedeutend giinstiger durchgefiihrt 
ist. Im Kolorimeter gelangt das Licht senkrecht von unten durch 
die ganze Hohe der Fliissigkeitssiule zur Optik des Instrumentes. 
Da nun bekanntlich fluoreszierende Stoffe die erregende Strahlung 
stark absorbieren, so werden die héher gelegenen Partien der Flitssigkeits- 
siiule mit geringerer Intensitit bestrahlt werden als die tiefer gelegenen, 
also auch geringere Fluoreszenzintensitét aufweisen als diese. Dieser 
Umstand bildet jedoch insofern eine Fehlerquelle, als beim Vergleich 
verschieden hoher Flissigkeitssiulen die Absorption durch die Fliissig- 
keit selbst bereits stéren wiirde. Es ist also auch aus diesem Grunde 
das Nephelometer vorzuziehen. Hier strahlt das erregende Licht 
seitlich, senkrecht zur Liingsachse der Fliissigkeitssiulen ein, so dab 
obere und untere Schichten gleichmabig beleuchtet werden. Die Ab- 
sorption durch die Fliissigkeit macht sich hier nur insofern geltend, 
als die Vorderseite der ZylindergefiBe und somit der Fliissigkeitssiulen 
stiirker bestrahlt wird als deren Riickseite. Da jedoch der Abstand 
von der Optik bzw. die Dicke der Fiiissigkeitsschicht zwischen Wand 
und Optik nicht verindert wird, so kann in diesem Falle die Absorption 





Abb. 1. 
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volistandig vernachlassigt werden, weil ja nicht der absolute Wert 
der Intensitat, sondern nur relative Grében bestimmt werden sollen. 


Wir verwendeten also (s. Abb. 1) ein Nephelometer der Firma E. Leitz, 
dessen Frontsammellinse abgeschraubt wurde, so dali das Licht direkt aut 
die GlasgefaiBe des Instruments auftraf. Die Intensitat der Fluoreszenz 
wurde durch die dunne Glaswand der GefaiBe nur unbedeutend herabgesetzt ', 
so dab eine Verwendung von QuarzgefaiBen nicht notwendig erschien. 

Als Lichtquelle verwendeten wir eine Bogenlampe mit Nickeldocht- 
kohlen oder Eiseneffektkohlen. Das Licht der Bogenlampe besitzt fii 
nephelometrische Zwecke geniigend Stetigkeit und weist nur minimale 
Schwankungen in der Intensitétsverteilung auf, die zwar st6rend wirken, 
bei vorsichtigem Arbeiten aber vollstandig vermieden werden kénnen. 
Die Schwankungen in der Lichtverteilung kommen daher, da sich die 
Lage des Lichtbogens durch ungleichseitiges Abbrennen der Kohlen ver- 
schiebt. Das aéuBert sich darin, dab die beiden Nephelometergefailie nunmelh 
mit ungleichen Intensitaéten bestrahlt werden, wodurch eine Verschiebung 
der Werte zustande kommt. Diese Fehlerquelle la8t sich jedoch vollstandig 
vermeiden, wenn man die Bogenlampe oft nachreguliert, so das der Ab- 
stand der Kohlen immer annahernd konstant bleibt, und wenn man beim 
Ziinden dafiir sorgt, daB sich der Bogen méglichst in der Mitte und nicht 
seitlich an den Kohlen bildet. Samtliche Untersuchungen wurden bei 
méglichst konstanter Lichtintensitaét (bei 16 Amp. Stromstarke) ausgefiilirt. 
An Stelle der Bogenlampe laBt sich natiirlich auch eine Quecksilberdampt- 
lampe (wir verwendeten eine Quecksilberquarzlampe der Hanauer Quarz- 
lampengesellschaft m. b. H.) verwenden. 

Das von der Lampe ausgestrahlte Licht wurde durch einen Quarz- 
kondensor, wie wir ihn vom Reichertschen Fluoreszenzmikroskop zur Ver- 
fiigung hatten*, gesammelt und durch eine Filtergarnitur direkt auf die 
FluorometergefaBbe geworfen. Die Filtergarnitur bestand aus zwei Quarz- 
kiivetten, deren eine Kupfersulfat (1:10) und deren andere  Nitroso- 
dimethylanilin (1: 10000) enthielt. Hinter diesen Kiivetten war noch 
ein doppeltes Filter aus Uviolschwarzglas angebracht. Die Filtergarnitvu 
absorbierte den sichtbaren Teil des Lichtes vollstandig und lief} geniigend 
Ultraviolett hindurch, um intensive Fluoreszenz hervorzurufen. 

Zur Justierung des Apparats wurden Lésungen gleicher Konzentration 
verglichen, die Schichthéhen beider Gefafe gleich hoch gestellt und nun 
teils durch Verschiebung der Lampe, des Kondensors, der Filtergarnitur 
oder aber durch Drehung des Nephelometers die beiden Cesichtsfelde: 
auf gleiche Helligkeit gebracht. Nun wurde zur Kontrolle die Spalthdhe 
mehrere Male variiert. Die durch Kinstellung auf Gleichheit der Gesichts- 
felder erzielte Spalthéhe der anderen Lésung war der der einen bei allen 
Finstellungen der Spalthéhen gleich. Ist der Apparat so justiert, so kénnen 
ohne weiteres Bestimmungen mit ihm ausgefiihrt werden. 

1 Daraus lat sich schlieBen, dali der Fluoreszenz erregende Bereich 
fiir das Asculin zwischen 3000 und 4000 A liegt. Aus dem Licht der Hanauet 
Quarzlampe filtriert bereits eine 1mm dicke Glasscheibe den Bereich 
von 2300 bis 3000 vollstindig heraus (A.J. Kluyver, Sitzungsber. Akad. 
Wiss. Wien, Math.-naturwiss. Klasse 70, Abt. 1, 1911; P. W. Danckwortt, 
Die Lumineszenzanalyse, 8S. 4. Leipzig 1928). 

2 C. Reichert, Physik. Zeitschr. 12, 1010, 1911; O. Heimstddt, Zeitschr. 
f. wiss. Mikrol. 28, 330, 1911; 21, Heft 2/3. 1911. 
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2. Konstanz der Proportion der Schichthéhen. 


Primiar var festzustellen, inwieweit die absolute Hobe der Fliissig- 


keitssiulen die relativen Werte der Schichthéhen beeinfluBt. Es ist von 
vornherein klar, daB bei richtiger Adjustierung Lésungen gleicher 
Konzentration gleiche Schichthéhen aufweisen, dal also bei a — 10 
auch 6 = 10 sein wird, bei a = 15 auch 6 = 15 und so fort. Es war 
nun zu untersuchen, ob auch bei Lésungen verschiedener Konzen- 
trationen und bei Steigerung der einen Schichthéhe die andere pro- 
portional zunimmt oder nicht. Es wurden also mehrere Lésungen 
verschiedener Konzentration miteinander verglichen; die Werte 
wurden als die Mittelwerte von zehn Ablesungen (wie iiblich) genommen. 





0,001 ©} 5 0,000 5 9/9 0,000 01 /5 0,000 008 &/5 
5 10 5 5,5 
10 20 10 11 
11 22 15 16,5 
12 24 20 22 
13 26 


Man sieht, daB vollkommene Proportionalitat herrscht, daB also 
die absolute Héhe der Fliissigkeitssaule auf die Ablesung ohne Einflu8 
ist, wie sich auch aus Abb. 2 ergibt. Es ist mithin fiir die Ablesung 


_, 9.001 % 
wv 

















j 0,005 % 
0 10 20 30 
Abb. 2. Kurve I. 


belanglos, ob man mit kiirzeren oder langeren Fhissigkeitssiulen 
(Schichthéhen) arbeitet, und man kann Ablesungen bei niedrigeren 
Hoéhen denen bei gréBerer direkt vergleichen bzw. sie direkt darauf 
umrechnen. 

3. Einflu®B der Wasserstoffionenkonzentration. 

Um den EinfluB des py auf die Schichthéhen im Fluorometer 
festzustellen, wurden Lésungen von gleichen Konzentrationen in ver- 
schiedenen Pufferlésungen von verschiedenem py-Wert miteinander 
verglichen. Die Lésungen waren wie folgt zusammengesetzt : 


5eem m/15 Phosphatpuffer, 
4cem Wasser, 
leem Asculin-Standard (0,001 °,). 
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Die Farbe der Fluoreszenz bleibt bei den Glykosiden, im besonderen 
beim Asculin, innerhalb der py Werte 5 bis 6 unverandert, jedoch steigt 
ihre Intensitat mit zunehmendem py an, wie aus Abb. 3 ersichtlich 
ist. An der Ordinate sind die Schichthéhen, an der Abszisse die 
pu-Werte aufgetragen. Die Vergleichslésung war von gleicher Kon- 
zentration und hatte ein py von 8. 
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Abb. 3. Kurve II. 


Die Form der Kurve ist S-férmig und fallt mit steigendem py 
ab. Da man die erforderlichen Fliissigkeitshéhen im Nephelometer 
als der Intensitat der Fluoreszenz umgekehrt proportional setzen 
mu, so ergibt sich ein Abfallen der Kurven bei steigendem py, das 
ein Ansteigen der Intensitat kennzeichnet. Die Fluoreszenz ist also 
im alkalischen Bereich bedeutend intensiver als im sauren, eine Tat- 
sache, die bisher insofern bekannt war, als man bei Zusatz von Ammoniak 
zu den Lésungen ein Ansteigen der Fluoreszenzintensitat beobachtete. 

Fiir unsere fluorometrische Bestimmungsmethode wird also 
wichtig sein, daB bei allen Bestimmungen alle Lésungen denselben 
pu-Wert haben. , 

Anders wie bei den Glykosiden (Asculin, Fraxin) auBert sich der 
KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Fluoreszenz von 
deren Aglukonen. Hier andert sich nicht nur die Intensitat, sondern 
auch die Farbe der Fluoreszenz in bedeutendem Mabe. Die Aglukone 
fluoreszieren im sauren Bereich rosa, im alkalischen dagegen stark griin. 

Fraxetin py 4: schwach rosa, 
pu 5: stirker rosa, 
pu 6: blaulich griin, 
pu 7: starker gelblich-griin, 
pu 8: sehr stark goldgriin. 


4. Herstellung der Standardliésungen. 


Zur Herstellung der Standardlésungen wurde reinstes Asculin 
(Schuchardt) im Exsikkator getrocknet und dann davon genaueste 
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Kinwagen von je 0,1 g pro Liter Lésungsmittel durchgefiihrt, dessen 
Zusammensetzung folgende war: 
700 cem Wasser, 
200 ,, Alkohol, 
100 ,,. m/15 Phosphatpuffer, py 8. 
Bei spiteren Untersuchungen fand folgender Standard Anwendung: 
870 ccm Wasser, 
100 ,, Alkohol, 
~~ _m 15 Phosphatpuffer, py 8, 
0.0L g Asculineinwage. 

Die Standardlésungen wurden nach dem Zusammenmischen 
gut durchgeschiittelt und dann bis zur vollstandigen Lésung des 
Asculins am Wasserbad schwach erhitzt. Die Lésungen wurden dann 
in braunen Flaschen in vollstandiger Dunkelheit aufbewabrt, doch 
wurde kein Standard langer als 1!., Monat benutzt. Standardlésungen 
von geringerem Gehalt als 0,001 °, Asculin wurden jedesmal vor Ge- 
brauch aus dem konzentrierten Standard (s. oben) hergestellt. 

Die Standardlésungen hatten py 8, da simtliche Messungen bei 
pu 8 durchgefiihrt wurden. 


5. Einflu8 der Belichtung. 

Bekanntlich! zersetzen sich fluoreszierende Stoffe wahrend des 
Fluoreszierens in nicht unbetrichtlichem Mage. Da nun die Fluoro- 
metrie mit verhaltnismaBig groben Intensitaten von Ultraviolett 
arbeiten muff, so war zu befiirchten, daB sich wahrend des Vorganges 
des Fluorometrierens diese Zetsetzung des Stoffes stérend bemerkbar 
machen wiirde. Wir verglichen darum also unbelichtete und wahrend 
lingerer Zeit belichtete Lésungen urspriinglich gleicher Konzentrationen. 
Die Verdunkelung erfolgte durch vollstandiges SchlieBen des Spaltes 
des Nephelometers, die Belichtung unter den normalen Bedingungen 
der Fluorometrie bei 25mm hoher Offnung des Spaltes (‘Temperatur 
24° ©): 

a) Eine 0,003°,ige Lésung von Asculin blieb bei maximaler, 
im Fluorometer erreichbarer Fluoreszenz (etwa 30 Amp. Strom) 
wiihrend einer Viertelstunde volistandig gleich und zeigte keine Er- 
héhung der Schichthéhe gegeniiber einer gleichen, unbelichteten 
Lésung. Die spater durchgefiihrten Versuche tiber die Abhangigkeit 
der Schichthéhe bzw. der Intensitat von der Konzentration (Kurve IT, 
Abb. 5) zeigten aber, daB obigem Versuch keinerlei Bedeutung beizu- 
legen ist, da ja bei einer Konzentration von 0,003°,, die Intensitit 
der Fluoreszenz nicht abnehmen, sondern eher zunehmen miiBte, 


1 H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 115, 1919. 
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wenn durch Zerstérung von Substanz die Konzentration abnahme. 
Auch sind etwa in Betracht kommende kleine Differenzen bei so hohen 
Konzentrationen und so hoher Intensitaét nur ungenau zu beobachten. 
Der Versuch wurde also mit einer verdiinnteren Liésung wiederholt. 


b) 0,00001 °,, Asculin (px 8): 





Minuten Dunkel Belichtet 
0 20 20 
5 20 21 
10 20 22 
15 20 23 


Die Zahlen unter .Dunkel* und .Belichtet* stellen die Schichthéhen im Fluorometer dar, 


Die Schichthéhen steigen also fiir je 5 Minuten um etwa 1 mm 
an, das sind 5°, der Schichthéhe. Eine fluorometrische Bestimmung 
der Konzentration der belichteten Lésung gegeniiber der unbelichteten 
ergibt, da8 die Lésung nach 10 Minuten nur mehr 0.000008 °,, Asculin 
enthielt, dab also 0,000002°, zerstért wurden (Kurve VI, Abb. 6). 
Pro Minute ergibt sich also ein Fehler von 0,0000002°, 
ErfahrungsgemaB ist zu einer fluorometrischen Bestimmung etwa 
1 Minute Zeit erforderlich. Der Standard hat also nach jeder Be- 
stimmung einen Verlust von 0,0000002 °,, Asculin. 


, Aseulin. 


Aus all dem Gesagten ergibt sich nun nur, daB man zu jeder neuen 
Bestimmung neuen Standard verwenden mu, daB also mit der zu 
bestimmenden Lésung auch der Standard erneuert werden mu’. 

Fiir den Verlauf einer einzigen Bestimmung mit einem Standard 
ist jedoch kein Fehler méglich, da ja sowohl der Standard wie auch 
die zu vergleichende Lésung gleichzeitig und gleich lang belichtet 
werden, also beide gleichviel Glykosid verlieren. Da dazu auch beide 
Lésungen angenahert gleiche Konzentrationen haben, fallt auch der 
Einwand weg, dafB die verdiinntere Lésung infolge ihrer griBeren 
Schichthéhe starker bestrahlt und mithin auch starker zersetzt wiirde. 

Die Zersetzung der fluoreszierenden Kérper durch Licht (wahrend 
des Fluoreszierens) stellt also in der Fluorometrie, wenn sie mit Asculin 
arbeitet, keine Fehlerquelle dar. Zur Fluorometrie anderer Substanzen 
wird eine vorherige Feststellung der Zersetzung dieser durch das er- 
regende Licht notwendig sein. 


6. EinfluB der Temperatur. 


Welche Verschiebungen die Fluoreszenz infolge von Anderungen 
der Temperatur erleidet, wurde nicht genauer untersucht. Die Inten- 
sitatsinderungen sind von unbedeutender GréBe und werden makro- 


skopisch erst bei etwa 100° merkbar. Eine Lésung von 100° C fluoresziert 








60 G. Klein u. H. Linser: 


etwas stirker als eine gleiche von 20°C. Wir fiihrten simtliche Ver- 
suche bei einer Zimmertemperatur von 20 bis 24° aus. Der Einflub 
der Temperatur hat, da es sich ja, wie schon gesagt, um Bestimmung 
relativer Werte handelt, sicher nicht so grobe Bedeutung als er hatte, 
wenn absolute Werte festgestellt werden sollten. 


7. Die Kurve der Intensitit. 


Im Fluorometer werden nicht Intensititen gemessen, sondern 
bloB die Helligkeiten der Gesichtsfelder miteinander verglichen. Die 
Helligkeiten der Gesichtsfelder geben jedoch ein MaB fiir die Inten- 
sititen der Lésungen. Jedes in der Flissigkeit geléste Molekiil Asculin 
ist fiir sich eine Lichtquelle mit bestimmter Intensitét. Nehmen wir 
an, daB simtliche Molekiile Lichtquellen von gleicher Intensitit sind, 
und ferner, daB die Lésung homogen ist, also in allen Volumenteilen 
gleich viel Molekiile Glykosid enthalt, so ergibt sich, daB zwei 

Fliissigkeitsschichten gleicher Hohe gleiche Intensitat 
zukommt. Nehmen wir nun eine Schicht mit der 














Hohe 1 als Einheit, so ist die Intensitat der Fliissig- 

| keitssiule a (in Abb. 4) gleich a Einheiten, die von 

oe 6 b gleich b Einheiten. Da nun a und 6b die beleuch- 
teten Hoéhen der Fhissigkeitssiulen sind, sind diese 

4 \ ) 4% als Ma®B fiir den Gehalt an Intensititseinheiten 
Abb. 4. angebbar. Sie stellen also ein MaB fiir die Inten- 


sitat dar. Ist z. B.2a= 36, so enthalt a um 

b |. Intensitatseinheiten mehr als b, hat also eine umb/2 gréBere 
Intensitat als 6. Die Absorption des Fluoreszenzlichtes durch die 
nichtfluoreszierende Lésungsschicht b)-—-a@ in GefiB A der Abb. 4 
ist auBerst gering, so da kein merkbarer Fehler durch etwaige 
Intensitatsverminderung durch Absorption entsteht. Da _ diese 
Absorption immer nur bei der Lésung mit stirkerer Fluoreszenz 
eintreten wiirde, kénnte sich dies gegeniiber der anderen stérend 
und als Fehler bemerkbar machen. Jedoch 1aBt sich sogar die Mig- 
lichkeit eines Fehlers dadurch vollstandig beseitigen, daB man die 
Offnung des Spaltes nicht von unten nach oben hin durchfiihrt, 
wie das beim Leitzschen Nephelometer der Fall ist, sondern dab man 
die Blenden so konstruiert, daB sie sich bei der Offnung des Spaltes 
senken und der Spalt sich von oben nach unten hin vergréBert. In 
diesem Falle waren dann die fluoreszierenden Schichten beiderseits 
gleich weit von der Optik entfernt, so daB die Absorption durch die 
Fliissigkeitsschicht zwischen der fluoreszierenden Zone und dem Glas- 
stab des Instrumentes beiderseits gleich groB ist und ein Fehler wegfallt. 
Es 1aBt sich also im Fluorometer die Abhingigkeit der Fluoreszenz- 
intensitét von der Konzentration der Lésung in relativen Werten 
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ermitteln. Die Kenntnis dieser Beziehung ist fiir die Fluorometrie 
von wesentlichem Wert, da ja auf Grund der Helligkeiten der Gesichts- 
felder, die ein MaB fiir die Intensitaét darstellen, die Bestimmung der 
Konzentration durchgefiihrt wird. 


Zur Ermittlung der Beziehung Konzentration : Schichthéhe 
wurden Ldsungen miteinander verglichen, deren Konzentrations- 
unterschiede gegeneinander eine Einheit der GréBenordnung betrugen, 
also 0,01 °, mit 0,009 °,, 0,009 °, mit 0,008 °,, 0,008 °,, mit 0,007 °,, usf. 
Die fir die einzelnen Lésungen gefundenen Schichthéhen wurden 
immer auf die GréBe der der nachsthéheren Lésung umgerechnet, 
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Abb. 5. Kurve IIL. 


so daB sich vergleichbare Werte ergaben. Dab diese Umrechnung 
berechtigt ist, hat sich bereits friiher (8S. 56) ergeben. In Abb. 5 sind 
an der Abszisse die Konzentrationen der Lésungen aufgetragen und 
an der Ordinate von oben nach unten die berechneten Schichthéhen, 
die alle auf die Konzentration 0,01 °, bezogen wurden. Die Kurve 
zeigt, daB die Fluoreszenzintensitaét des Asculins bei pa 8 von einer 
Konzentration von 0,01 °%, abwirts erst langsam ansteigt, bis sie bei 
etwa 0,0017°, ihr Maximum erreicht, um von dort dann ziemlich 
schnell abzufallen. Man sieht sofort an der Form der Kurve, da® zur 
fluorometrischen Bestimmung die Konzentrationen unterhalb 0,001 °, 
besser geeignet sind als die oberhalb davon gelegenen. 
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Genauere Bestimmungen der Kurve in den niedereren Konzen- 
trationsbereichen sind in den Kurven IV bis VI der Abb. 6 dargestellt. 


I 0001 -00001% 
——— FV. 00001 -000001% 
—-——-— 2 00001 -0,0001% 





Abb. 6. Kurve IV bis VI. 


Ist nun fiir eine beliebige Lésung der Wert fiir die Schichthéhe 
bekannt, so 1aBt sich an der Kurve direkt die Konzentration der be- 
treffenden Lésung ablesen. Absolute Genauigkeit kommt den hier 
in Abb. 5 und 6 gegebenen Kurven deshalb nicht zu, weil sich die 
miéglichen Ablesefehler (von je 0,5 mm) von Punkt zu Punkt summieren 
und so die Werte in ihrer absoluten GréBe verschieben kénnen. 


8. Die fluorometrische Bestimmbarkeit der Konzentration einer Lésung. 


Wurden bisher nur Lésungen von gleichen Konzentrations- 
unterschieden gegeneinander untersucht bzw. deren Fluorometerwerte 
festgestellt, so war weiterhin notwendig, Lésungen verschiedener 
Konzentrationsunterschiede miteinander zu vergleichen. In folgenden 
Versuchen wurden die Lésungen 6 bis / mit der Lésung a verglichen. 
Die Versuche wurden fiir alle in Betracht kommenden GréBenordnungen 
(0,001 bis 0,000001 % Asculin) durchgefiihrt. Das Resultat ist in den 
Kurven VII bis IX (Abb. 7) graphisch dargestellt. 

Die Kurven zeigen, daB zwischen Schichthéhe und Konzentration 
keineswegs einfache Proportionalitat herrscht, daB vielmehr die Schicht- 
héhe absolut langsamer wiichst als die Konzentration abnimmt, dab 
sie sich also bei einem Konzentrationsverlust um 0,0002 nicht um 
0,0002, sondern nur etwa um 0,0001 erhéht, daB sie jedoch relativ 
schneller ansteigt als die Konzentration abnimmt, so daB die Beziehung 
keine Gerade, sondern vielmehr eine nach aufwarts abgebogene Kurve 
darstellt. 


Eine Anderung der Intensitaét des erregenden Lichtes bedingt 
selbstverstindlich eine Anderung der Fluoreszenzintensitat, die sich 
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in der Helligkeit der Gesichtsfelder bemerkbar macht. Die Intensitats- 
anderungen bedingen jedoch (in dem in unserem Falle méglichen 
Bereich) keine Veranderung der Verhiltnisse der einzelnen Konzen- 
trationen untereinander, wiefolgender Versuch zeigt : 0,0001 : 0,000 036 %, 
== 5:12. Dieses Verhaltnis bleibt sich bei Stromstarken von 15 bis 
35 Amp. (bei einer Bogenlinge von etwa '.cm) vollstandig gleich, 
so daB die Kurven keine Verschiebung erleiden. 





Abb. 7, Kurve VII bis IX. 


Ein Vergleich der Werte fiir die Schichthéhen in den Kurven III 
bis VI mit denen von VII bis IX zeigt, daB die letzteren etwas andere 
sind als die ersteren. Diese (verhiltnismabig groBen) Differenzen 
sind auf den Unterschied der Messung zuriickzufiihren. Es ist durchaus 
nicht gleichgiiltig, ob man die Lésungen b, c, d, e usw. alle mit der- 
selben Lésung a vergleicht, oder ob man a mit b, b mit c, ¢ mit d usw. 
vergleicht. Im ersten Falle ergeben sich immer etwas andere Werte 
der Schichthéhen als im zweiten Falle, bei dem durch Addition der 
MeBfehler Anderungen der absoluten GréBe der Schichthéhen entstehen. 
Da sich bei den Kurven VIL bis IX die MeBfehler nicht addieren, ist 
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diese die genauere und daher allein zu den quantitativen Bestimmungen 
brauchbar. 

Das Fehlen der direkten Proportionalitét von Konzentration 
und Fluorometerschichthéhe stellt einen wesentlichen Unterschied der 
Fluorometrie von der Nephelometrie dar. Es bedingt, daB die 
Berechnung der Konzentration nicht wie in der Nephelometrie direkt 
auf rein mathematischem Wege durchgefiihrt werden kann, sondern 
daB zur Ermittlung der Konzentration Kurven benutzt werden miissen, 
die ebenso empirisch festgestellt werden miissen, wie die entsprechende 
Gerade in der Nephelometrie empirisch nachgewiesen worden ist?. 

In Abb. 7 zeigt die Kurve VII die Abhangigkeit der Schichthéhe 
von der Konzentration der Lésung fiir den Konzentrationsbereich 
von 0,001 bis 0,0001°% Asculin. Die Kurven VIII und IX gelten 
dementsprechend fiir die Bereiche von 0,0001 bis 0,00001 °, und von 
0,00001 bis 0,000001 °% Asculin. Konzentrationen unter 0,000001 % 
sind im allgemeinen schon zu lichtschwach, um noch genau fluoro- 
metrisch bestimmt werden zu kénnen. Die drei Kurven fiir die drei 
verschiedenen Bereiche differieren nur in ihrem. rechten, steileren 
Bereich voneinander und decken sich in ihrer linken Halfte fast voll- 
stindig. Bis zu einer Entfernung vom Standard, die nicht gréBer 
ist als die Halfte des Standards, ist daher die fluorometrische Be- 
stimmung am genauesten. So weit kann man die zu bestimmende 
Lésung dem entsprechenden Standard durch Verdiinnen leicht an- 
gleichen. 

Hat man nun einen Standard von bekannter Konzentration, 
von 0,001, 0,0001 oder 0,00001 °%, dem die zu bestimmende Lésung 
bis auf etwa 5 Einheiten der GréBenordnung nahekommt, was, wie 
schon gesagt, durch Verdiinnen erreicht werden kann, so sucht man 
in den Kurven VII bis IX den Punkt auf, der dieser Konzentration 
darin zukommt, bestimmt das Verhaltnis der Schichthéhen beider 
Flissigkeiten und berechnet daraus den Punkt, der der zu bestimmenden 
Lésung in der entsprechenden Kurve.zukommt. An der Abszisse 
der Kurve kann dann die betreffende Konzentration abgelesen werden. 

Der Vorgang einer Bestimmung gestaltet sich damit folgender- 
maBen: Der zu bestimmende Extrakt wird auf Volumen gebracht 
und so lange verdiinnt, bis eine fiir die fluorometrische Bestimmung 
geeignete Konzentration erreicht ist. Der dafiir in Betracht kommende 
Bereich liegt zwischen 0,001 bis 0,000001 °, am giinstigsten ist jedoch 
der Bereich von 0,0001 bis 0,00001°%. Um diesen Bereich mit der 
Verdiinnung zu erreichen, wird ein Standard von 0,0001 °%, hergestellt 
und nun ein gemessener Teil des urspriinglichen Extraktes mit Wasser, 


1 H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 115, 1919. 
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das man am besten in einer Biirette neben der Apparatur bereit halt, 
solange verdiinnt, bis man durch rein makroskopische, subjektive 
Beobachtung eine Ubereinstimmung der Intensitit des Extraktes 
mit der des Standards feststellen kann. Wenn eine befriedigende 
Ahnlichkeit der beiden Flissigkeiten vorliegt, so werden sie zur genauen 
Bestimmung im Fluorometer miteinander verglichen. Sind nun die 
im Fluorometer gefundenen Konzentrationen gleich c und e°,, so laBt 
sich aus ihnen und den bekannten VerdiinnungsgréBen des Standards 
sowie des Extraktes der Gehalt des gesamten Extraktes und damit auch 
der bekannten, eingewogenen Menge Frisch- oder Trockengewichtes 
von Pflanzenmaterial berechnen. 


Die Konzentration des verglichenen Standards ergibt sich aus 
folgender Formel: 
S.8s% 

v 





= c% = Konzentration des Standards, (1) 


wobei S die Anzahl der zur Verdiinnung verwendeten Kubikzentimeter 
Standardlésung, s°, den Prozentgehalt dieses Standards und v das 
Volumen des Standards nach der Verdiinnung in Kubikzentimetern 
bedeutet, das 10-, 100- oder 1000mal so groB ist als das von S. 
Die im Extrakt enthaltene Menge an Asculin ergibt sich, in Gramm 
ausgedriickt, aus folgender Formel: 
e%.V 


100 





2 a . 
= Gramm Asculin im gesamten Extrakt, (2) 


wobei e°, den gefundenen Prozentgehalt des Extraktes am Ende 
der Verdiinnung und V die Anzahl der Kubikzentimeter nach der 
Verdiinnung des Extraktes bedeuten. 


Im folgenden das Beispiel einer Bestimmung: Die zu bestimmende 
Lésung ergibt im Fluorometer neben einem Standard von 0,0001 ° 
der auf den Wert 10 eingestellt wurde, eine Schichthéhe von 24 mm. 
Diese entspricht nach Kurve VIII (Abb. 7) einer Konzentration von 
0,000033 °%,. Wiirde die urspriingliche Menge der Lésung von z. B. 
1000 ccm zum Fluorometrieren 25 mal verdiinnt, so ist nach Formel (2) 
V gleich 25000, somit befinden sich in der urspriinglichen Lésung 
0,000033 . 15000 


100 





Asculin, also 8,25 mg. 
5] 


9. FehlergréBen. 


Die méglichen Fehler bei der Ablesung betragen bei genauem 
Arbeiten 0,25 bis 0.5mm. Dies ergibt bei der Ablesung an der Kurve 
im Bereich tiber der fiinffachen Einheit der GréBenordnung einen 
Fehler in der Konzentration um den 0,1 ten Teil der Einheit der GréBen- 


Biochemische Zeitschrift Band 219. 5 
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ordnung, so daB also die Ablesung der Konzentration in den Zehnteln 
ihrer GréBenordnung nicht mehr vollstandig, aber noch annahernd 
genau ist. Der etwaige Fehler wird natiirlich bei zunehmender Ver- 
dinnung der urspriinglichen Lésung zum Fluorometrieren gréBer, 
da er sich nach Formel (2) mitmultipliziert. Am genauesten sind also 
Bestimmungen, die an unverdiinnten Lésungen vorgenommen werden 
kénnen. Freilich miissen diese eben bereits im giinstigen Konzentrations- 
bereich liegen. 


Im allgemeinen ist zu sagen, daB sowohl die Genauigkeit der Ab- 
lesung, sowie die Genauigkeit der Bestimmungskurven mit einer 
weiteren Vervollkommnung des Apparates, die vor allem in einer 
besseren Konstanz der Lichtquelle (s. 8.55) und der Lichtverteilung 
durchzufithren wire, sowie durch VergréBerung der Hoéhen der 
Fhissigkeitssdulen sich bedeutend wird steigern lassen. Unsere Apparatur 
war wohl zu orientierenden Versuchen geeignet, wird aber im weiteren 
verbessert werden miissen, um die theoretisch mégliche Genauigkeit 
der Methode zu erreichen. 


10. Herstellung der pflanzlichen Extrakte. 


Zur Bestimmung des Asculins aus der Pflanze wurde Trocken- 
material verwendet, da es sich leichter, quantitativer und mit weniger 
stérenden Beimengungen extrahieren |4Bt als frisches Material. Das 
zu verarbeitende Material wurde also “zur Frischgewichtsbestimmung 
gewogen, dann getrocknet und das Trockengewicht bestimmt. Um 
eine fermentative Spaltung des Asculins (durch Emulsin) im Gewebe 
beim Trocknen méglichst zu verhindern, wurde das Material plétzlich 
auf eine Temperatur von 70° gebracht (Warmeschrank) und darin 
mindestens 24Stunden belassen. Da Emulsin im feuchten Zustande 
eine Zersetzungstemperatur von 60° hat, ferner seine Wirksamkeit 
an Wasser gebunden ist!, trat unter diesen Umstiinden keine Ferment- 
spaltung des Asculins ein. Auch die spitere Aufarbeitung machte 
eine Fermentspaltung unméglich?. Das Asculin selbst ist in trockenem 
Zustande ebenso hitzebestindig, so daB ein Verlust an Asculin beim 
Trocknen nicht auftritt. 


Das getrocknete Material wurde nun in Glasschalen gepulvert, 
in 96°,igem Alkohol aufgeschwemmt und in Erlenmeyerkélbchen 
am Wasserbad 1 bis 2 Stunden hindurch extrahiert. Dann wurde 


1 J.J.L.van Rijn, Die Glykoside, 8.7. Berlin, Borntraeger, 1900. 

2 @. Bertrand und A. Compton, Bull. Soc. chim. France (4) 9, 1071, 
1911; Giaya, Soc. Biol. 72, 2, 1912; EH. Vulquin, ebendaselbst 70, 270 
und 763, 1911. 














Fluorometrische Bestimmung von Glykosiden : Asculin. 67 


filtriert und etwas mit Wasser verdiinnt. Nun wurden, je nach der 
Menge des Extraktes, je 5 bis 10ccm m/15 Phosphatpuffer (py 8) 
hinzugeftigt (das Puffern der Extrakte ist unbedingt notwendig, wie 
bereits 8.57 festgestellt wurde), mit Wasser auf Volumen gebracht 
und nun gut durchgeschiittelt. Der so vorbereitete Extrakt konnte 
nun direkt oder nach mehr oder weniger grober Verdiinnung fluoro- 
metriert werden. 


Sollten sich im Extrakt stérende Fluoreszenzen bemerkbar machen, 
so lassen sich viele von ihnen dadurch entfernen, da sie infolge ihrer 
geringeren Menge oder Intensitaét dem Asculin gegeniiber bei stirkerer 
Verdiinnung des Extraktes von selbst verschwinden. Sollte dies nicht 
der Fall sein, so lassen sie sich vor der Extraktion mit Alkohol durch 
Extraktion mit Lésungsmitteln, in denen wohl die stérenden Fluores- 
zenzen, nicht aber das Asculin léslich sind, entfernen. Ein solches 
Lésungsmittel ist z. B. der Tetrachlorkohlenstoff. Bei Organen, die 
rein blaue Fluoreszenz zeigen, was sich schon vor der Extraktion am 
trockenen oder frischen Material konstatieren 14Bt, ist eine solche 
Reinigung nicht notwendig. 


Die eben beschriebene Extraktion am Wasserbad mit Alkohol 
verlauft vollstaindig quantitativ. Der extrahierte Riickstand zeigt 
weder trocken, noch in Alkohol, noch in Wasser blaue Glykosid- 
fluoreszenz. 


Zur Methodik der Extraktherstellung waren die Léslichkeits- 
verhiltnisse der Glykoside (im besonderen des Asculins) und deren 
Aglukone in den Extraktionsmitteln wichtig. Die im folgenden an- 
gegebenen Léoslichkeitsverhaltnisse wurden einerseits auf Grund der 
Fluoreszenz ermittelt, indem beobachtet wurde, ob das betreffende 
Lésungsmittel entweder durch Eintragen einer kleinen Menge von 
fester Substanz oder durch Ausschiitteln gegen eine wisserige Losung 
die Fluoreszenz der Substanz aufnahm oder nicht. Nahm sie die 
Fluoreszenz auf, so muBte das Glykosid in ihr léslich sein; nahm 
sie jedoch die Fluoreszenz nicht auf, so war damit noch nicht 
gesagt, dafS das Glykosid darin unléslich ist, da ja die Méglich- 
keit besteht, da das Glykosid nur in dem betreffenden Lésungs- 
mittel nicht fluoresziert. (Eine Einwirkung des Lésungsmittels 
auf die Art und die Intensitaét der Fluoreszenz eines Stoffes ist 


langst bekannt?. 


1M. Borst und Kénigsdérffer, Untersuchungen iiber Porphyrie. 
Leipzig, S. Hirzel, 1929; J.Fromanek, Die qualitative Spektralanalyse. 
Berlin, R. Miickenberger, 1905; Mecklenburger und Valentiner, Phys. 
Zeitschr. 15, 267, 1914. 


5* 
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Es wurden also alle jene Lésungen, die keine Fluoreszenz zeigten, 
zur Kontrolle eingedampft, der etwa vorhandene Riickstand in Wasser 
aufgenommen und auf Fluoreszenz gepriift. Trat nun Fluoreszenz- 
negativitat auf, so war die Substanz in dem betreffenden Lésungs- 
mittel sicher unléslich. Die Ergebnisse der Léslichkeitsbestimmungen 
sind folgende: 





Aseulin léslich in Asculin unlislich in 


Wasser Ather 
Alkohol Petrolather 
Aceton Tetrachlorkohlenstoft 


Methylalkohol 


(Fraxin verhielt sich, wie auch sonst fast immer, ganz gleich wie das 
Asculin.) 





Asculetin lislich in Asculetin unlislich in 


Wasser Ather (wasserfrei) 
Aceton Petrolather 
Alkohol 

Ather (wasserhaltig) 

Methylalkohol 


Tetrachlorkohlenstoff 


Es zeigt sich also, daB die Aglukone im Gegensatz zu den Glyko- 
siden (Asculin und Fraxin, das sich ebenso verhalt) in Tetrachlor- 
kohlenstoff loslich sind. Auf Grund dieser Eigenschaft ist eine Trennung 
des Asculins von seinem Aglukon méglich. 


Die hier angegebene Methode der Bestimmung des Asculins 
beansprucht infolge ihrer groBen Empfindlichkeit sehr geringe Mengen 
von Ausgangssubstanz bzw. Ausgangsmaterial, da gréBere Mengen 
gréBere Verdiinnungen des Extraktes und damit eine VergréSerung 
der méglichen Fehler bedingen wiirde. Diese Eigenschaft der Methode, 
mit geringen Materialmengen arbeiten zu miissen, bietet den groBen 
Vorteil, daB eine weitgehende und genaue Differenzierung der einzelnen 
Gewebe mdéglich ist, die an Bruchteilen von Grammen leicht mit gréBter 
Sorgfalt und Genauigkeit mit Hilfe eines Rasiermessers durchzufiihren 
ist. Es lassen sich ‘so die Asculinwerte einzelner Gewebselemente 
bestimmen, die infolge der schwierigen Trennung der Gewebe bei 
Verwendung gréBerer Materialmengen unméglich zu gewinnen waren. 


Der Aseulingehalt von Aesculus hippocastanum, 


Nach der angegebenen Methode wurden zur ersten Orientierung 
iiber die quantitativen Verhiltnisse der Verteilung des Asculins in 
der Pflanze die im folgenden angegebenen Bestimmungen durchgefihrt. 
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Das Versuchsexemplar war ein Baum von Aesculus hippocastanum 
von mittlerer GréBe, der sich im Garten der Wiener Universitat befand. 
Neben diesem wurde noch ein kleineres Exemplar vom gleichen Standort 
untersucht. 

Zur quantitativen Bestimmung wurden natiirlich nur solche 
Gewebselemente herangezogen, die sich vorher auf Grund ihrer Fluores- 
zenz bei makroskopischer Beobachtung qualitativ' als Asculinhaltig 
erwiesen hatten. Alle negativen Gewebselemente kénnen also bei 
unserer Methode von vornherein ausgeschlossen werden, so dab keine 
Bestimmungen mit dem endlichen Resultat Null notwendig sind. 

Das Asculin, das im pflanzlichen Extrakt fluoresziert, zeigt 
dasselbe kontinuierliche Fluoreszenzspektrum wie das reine Asculin. 
DaB die fluoreszierende Substanz aus Aesculus hippocastanum wirklich 
das Asculin ist, ist langst bekannt und durch dessen Darstellung 
(Namengebung!) sowie durch histochemische Parallelproben eindeutig 
feststehend ?. 

Wir geben im folgenden die Resultate eines Teiles der bisher 
durchgefiihrten Bestimmungen von Asculin in Aesculus hippocastanum 
(TabelleI und Il). Die Extraktmenge betrug je 250 oder 2500 ccm, 
so daB die Standards 0,0001 und 0,00001 °;, verwendet werden konnten 8. 

Eine physiologische Auswertung der Ergebnisse ist auf Grund 
dieser verhaltnismabig wenigen Bestimmungen noch verfriiht. Es 
sollen ja auch hier nur Beispiele fiir die Brauchbarkeit dex Methode 
gebracht und eir erster Uberbiick iiber die quantitative Verteilung 
des Asculins gewonnen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode angegeben, fluoreszierende Stoffe auf 
Grund ihrer Fluoreszenz quantitativ zu bestimmen, indem relative 


1 Vgl. Anmerkung 2, S. 52. 

2 H. Molisch, Mikrochemie der Pflanze, 3. Aufl., 1923, S. 187. 

3 In den Tabellen bedeutet ,,Rinde“‘ das Rindengewebe, das sich 
vom Stamm leicht abschalen l4Bt; es ist dies die primaére Rinde mit dem 
Periderm sowie die sekundare Rinde und die Rindenmarkstrahlen. ,,Jiingstes 
Holz“ bedeutet jene Gewebe, die durch das Abschaben solcher geschalter 
Aste in etwa %mm dicker Schicht erhalten wurden, also die auBerste 
Schicht des Holzkérpers, somit den jiingsten Jahresring. Der RiB beim 
vorsichtigen Abziehen der Rinde entsteht im Kambium. Die Zellen des 
Kambiums bleiben teilweise beim Holz, teilweise bei der Rinde (und sind 
selbst asculinfrei). Die Knospen wurden, bevor sie zerlegt und gewogen 
wurden, mit Alkohol abgewaschen, um das Harz méglichst zu entfernen. 
Die Extrakte der Rinden und Knospenschuppen hatten schwach braune 
Farbe mit schwach griiner Fluoreszenz, die jedoch beim Verdiinnen der 
Extrakte verschwand und so nicht stérend wirkte. 
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Intensitatsgr6Ben nach dem Prinzip der Nephelometrie bestimmt 
werden. Diese Methode ist besonders fiir bestimmte Alkaloide und 
Glykoside geeignet, fiir die bisher jede Méglichkeit einer quantitativen 
Bestimmung fehlte, und ist einfach genug, um in der physiologischen 
Chemie brauchbar zu sein. Die Methode arbeitet mit geringsten 
Mengen von Ausgangsmaterial, so da’ eine weitgehende Differenzierung 
des Gewebsmaterials méglich ist. 


2. Die Methode wurde vorlaufig am Asculin ausgearbeitet; auf 
Grund einiger Bestimmungen dieses Stoffes aus der Pflanze wurde 
ein erster Uberblick iiber die quantitative Verteilung des Asculins 
in Aesculus hippocastanum gewonnen. 








Passivierung der Fermentwirkung. 


Uber den Einflu6 organischer Fettsiuren auf den Spaltungs- 
prozeB der Starke durch die Fermente des menschlichen Speichels. 


Von 
Viktor Borissovsky und Nikolaus Wwedensky. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie an der Swerdlov- 
Universitat und aus dem physiologischen Laboratorium an der Krupsky- 
Akademie, Moskau.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1921 haben Orbeli und M. B. Tetjaewa' eine Mitteilung 
iiber die physiologische Rolle einiger Fettsaiuren veréffentlicht. 


Ohne auf die allgemeine Seite der Frage nach der physiologischen 
Rolle der Sauren einzugehen, wandten wir unsere Aufmerksamkeit 
der Rolle der Fettsauren, die tiber deutlich ausgeprigte grenzflachen- 
aktive (kapillare) Eigenschaften verfiigen, zu. Von vornherein haben 
wir die Voraussetzung ausgepsrochen, dal der Einflu8 grenzflachen- 
aktiver Saéuren im wesentlichen ein ganz anderer als der inaktiver 
Fettsaiuren sein kann. Wir hatten einerseits die Arbeiten O. Warburgs? 
und Meyerhofs*, andererseits die sehr interessanten Untersuchungen 
P. Rehbinders* im Auge und speziell dessen letzte Arbeit iiber die 
Hemmung (die Adsorptionspassivierung) der Lésungsgeschwindigkeit 
bei Auflésung von Calcit und Metallen in Mineralsiuren in Gegenwart 
grenzflachenaktiver Fettsauren. 


Wir haben uns die Aufgabe gestellt, die Rolle einiger oberflachen- 
aktiver Fettsdéuren auf die fermentative Reaktion (Spaltung der Starke 


1 Orbeli und Tetjaewa, Berichte des Leshaft-Instituts 8, 137, 1925. 

2 0. Warburg, Pfliigers Arch. 155, 547, 1914. 

3 Meyerhof, ebendaselbst 157, 251, 1914. 

* P. Rehbinder, Berichte des fiinften Mendelejewschen Kongresses 
1928; Zeitschr. f. phys. Chem. 1929, 
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durch menschlichen Speichel) zu klaren, wobei wir annehmen, daB die 
beobachteten Erscheinungen auch in diesem Falle denselben phy- 
sikalischen Sinn haben und den gleichen physikalisch-chemischen 
Gesetzen folgen miissen. 


Methodik. Eigene Untersuchungen, 


Den Speichel entnahmen wir durch Anbringen eines silbernen 
Trichters nach Léschli-Krasnogorsky auf der Papille des ductus der 
Gl. parotis. Die Speichelabsonderung geschah auf einen Nahrstoff- 
erreger hin, als welcher gew6hnlich trockenes Gebiick diente. Die ent- 
nommenen 5 ccm Speichel wurden kaltgestellt und daraus in Abhangig- 
keit von der fermentativen Starke des Speichels eine Verdiinnung von 
1:50 oder 1: 100 hergestellt. Zur Bestimmung der amylolytischen 
Wirkung des Speichels bedienten wir uns der Methode W ohlgemuths. 
Es wurden 10 Probierglaschen mit je 5 ccm einer 1°,igen Stirkelésung 
genommen, zu denen ansteigende Mengen verdiinnten Speichels von 
0,1 bis 1,0 ccm hinzugefiigt wurden. Die Proben wurden auf eine Stunde 
bei 40° © in einen Thermostaten gestellt. Als Grenzverdiinnung des 
Speichels nahmen wir eine solche Verdiinnung an, die nach einem ein- 
stiindigen SpaltungsprozeB im Thermostaten mit einer Liigolschen Jod- 
lésung eine Blaufarbung ergab, welche auf ungespaltene Starke deutete. 
Den nach der Methode Wohlgemuths erhaltenen Resultaten messen wir 
keine quantitative Bedeutung bei. In unseren Augen hat diese Methode 
nur eine qualitative Bedeutung und stellt eine Reaktion dar, die nur 
auf ein positives oder negatives Resultat in einer gegebenen Versuchs- 
serie hinweisen kann. Zur Klarung der uns interessierenden Frage 
erwies sich dies als vollkommen geniigend. 


Bei jedem Versuch kontrollierten wir die amylolytische Wirkung 
des erhaltenen Speichels wie auch eine Reihe Proben mit Saurezusatz, 
deren Konzentration in Gramm-mol/Liter der entsprechenden Probe 
berechnet wurde. Die Saurekonzentrationen wurden durch Titration 
mit einer n/100 NaOH-Lésung bestimmt. 


Aus den in Tabelle I gebrachten Daten geht hervor, daB einige 
Sauren sogar in schwachen Konzentrationen (C = 1 . 10~4) die Spal- 
tung der Starke durch menschlichen Speichel hemmen (z. B. Salz-, 
Essig- und Milchséure). Andere Siuren haben auch in starken Kon- 
zentrationen keinen merkbaren EinfluB auf den Verlauf der fermenta- 
tiven Reaktion. 


Unter verschiedenen untersuchten Sauren zeichnen sich jedoch 
Capron-, Butter-, Valerian- und Heptylsiure aus, die in schwachen 
Konzentrationen einen hemmenden Einflu8 auf die fermentative 





}epuysaAu() 00S Z 009% 0g: T o-OT* SFT o-O1'T aunysiay3ng 61 








000 ¢ 000 O1 002: T e-OT 'T 7 8T 

Zunuwey 000 ¢ 0000T< | 008:T r-Ol'F z LI 
WepuyseAuy) 000 OT 0000T | 008: $y ee OTT | eanesuoidey 91 

. 09 GES | og:t | eer fee . qT 

Zunwwepy 00¢ 0¢2 T | 0c: T | »-OT'T 7 rT 

- WepuBsaAT() 068 Z 006 Z | QG:T | q-OT 'T omnes qo[ gI 
4¢ = Sanumep eys8Ig OSS 0&Z I } O@:T | »-OI'O | . a 
5 HopuyIOAT/) 0 I oot | Og T -O1'S'T | Orr | ounesdisey 1 
3 , ‘ 09g 098 T oo'T | o0rveut | gtr +-O1'T oanvsuordosg or 
> Zunwwespy aye oez ges oc: T v-OT S ? 6 
4 jopuyseau) ra) ¢z9 0G: 1 »-O1'T ornesuaslowlYy 8 
s Sunuuwesypy ey1Rj¢ 08% ocZt 0c: T -O1'o | - L 
2 . 092 00¢ og:T 0's | ‘ 9 
S Sunwwoeyy 9IF 009 Z 0g: 1 | r-O1'S : g 
. }OpURIe AT) 00S Z 009% (GT | »-OI'S | . t 
S , oZ9 Lag 09:1 | -O0'T ae. § 
> 49g O1F.10 4 00¢ @ 00¢ 0g: T | yO1'T 3} 
jiopuRseA 009% o0ge =| Ss og: T | 6s | «OTT eunysz[eg I 

l 
| eanyg yTuUl atoru0y e% “apAquryy) ; B | seyonsia A 
yr dey ee S| Seok | oe i ames | %p 
Ul ord ‘sory Hd ! “aN 
4 ‘T PL 








e , QooOT | 0000T 008: 1 , 3Z0'0 urayohayg 68 
r 00001 | 00001 002 * 1 % 1 ep | Lg 
4 0000T | GOO0T 00s:T | % joqgoye aay 9 
¥ 0L0 OT 000 OT 00: T | Yo & loqoyrs aqay og 
a oooorT | o000T 006: I e-O1'T 4 rg 
. 0000T | QLOOT 0UZ: 1 r-O1'T aungs| Laon £8 
m ? 000 ¢ 000 ¢ 002: 1 | s-Ol'T ? ae 
5 WopuyieAu/) og | 00g 002: I | +-O1'T aunes] A440 1g 
= ’ (00 01 Q000T< | 008'T ¢-O1'T ’ 0g 
: SunwweH{ ooog = | oooor | oat | s-O1'T «6B 
g . ooo0t | o000T 008: 1 0-01 $'T | OTT | eames Sydoyy 8% 
& yopureauy = ozs; OES 09:1 eS 2a : 1B 
5 Junmwoy Gag | 0981 09:1 | Ort | . | 92 
: Wepuwieau) o0g¢e =| = 0088 0g: T 0-01 * 9¢'T ceo | +-OT'T «=| «= OunysuBiayeA =| 9 
| ’ 09% | 081 0g? 1 | } s-Ol'T | . | ¥% 
£ : 00¢ | 009% 0g: 1 , |} Org | ~ 8% 
p r gIF | 0881 0g: 1 -O1'E | r % 
i gTF | 08ST 0g: T -O1'T | : 1% 
SunwuUeEH 096 I 00 & 69: T 69'F r-OT'T | — eangsz0yyng 02 
| | 

OINRS yur a[[o1}U0y | ‘apAquryy soqons.ie A 
a) to at | 2.) ea0\"> omg ~ 
Gl ord - Souyy Hd ‘IN 





(‘SunzjesqIog) + *] eTeqey, 






76 


Reaktion des Speichels ausiiben. 
Adsorptionsisothermen 
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von 


Propion- 


n- Valerian- 


Daher nahmen wir Messungen der 
, n-Butter-, 


und 


n-Heptylsiure in einer 2° igen Stirkelésung an den Stirketeilchen 
(s. Tabelle II) vor. 


Tabelle II, 
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3 , 20/ Tr Shure 2°/oiger 
seen Stariee- saan Sturke- 
g/Liter erg/cm? lésung g/Liter erg/em?  lisung 
Dest. Wasser - 72,75 —~ Valeriansaure | 0,078 53,57 | 54,28 
Propionsiure | 0,025 | 70,0 70,0 0,039 57,82 59,71 
" 0,046 69, 69,5 ” 00185 59,71 | 62,67 
Buttersaure 0,08 59,0 — - 0,009 25 67,26 | 68,67 
_ 0,05 64,43 64,43 
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Abb. 3. 


Wie aus den angefithrten Diagrammen hervorgeht, kann man 
bei Untersuchung der Oberflichenspannung grenzflachenaktiver Fett- 
siurelésungen (Butter- und Valeriansaure) feststellen, daB in einer 
2° igen Starkelésung (Kahlbaumstarke léslich) eine Abnahme der 
grenzflachenaktiven Sauren aus der Oberflichenschicht infolge einer 
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Passivierung der Ferment wirkung. 


Adsorption ihrer Molekiile an dem Starkekern und eine Zunahme 
der Oberflachenspannung der Lésung stattfindet. Aus diesem Grunde 
liegt die Isotherme 6,—<c héher als die Isotherme 6—c. Die Adsorption 
der Stoffe kann fiir beide auf den zwei Kurven der Oberflichen- 
spannung der Lésungen 6—c und 6,—c befindlichen Punkte aus der 
Differenz der Ordinaten der Oberflichenspannung berechnet werden, 
indem man diese Adsorption auf die entsprechenden Punkte der 
Isotherme 6—¢c bezieht. 


Charakteristisch ist der Umstand, da fiir Valeriansiiure die 
Adsorptionskurve I'S einen typischen Knick aufweist. 

Ebenfalls haben wir Messungen des spezifischen Leitvermégens 
vorgenommen, die gezeigt haben, da8, wenn man zu 30 ccm einer 
6°, igen Stairkelésung bis 2 ccm einer n/100 Butter- oder Valeriansaure- 
lésung hinzufiigt, das spezifische Leitvermégen keine Anderung er- 
leidet, was gleichfalls auf die Adsorption dieser Siuren an den Starke- 
teilchen hinweisen kann. 


Wir kehren jetzt zur Saurewirkung auf die Starkespaltung durch 
die Fermente des menschlichen Speichels zuriick und nehmen in bezug 
auf grenzflachenaktive Sauren (Capron-, Butter-, Valerian , Heptyl., 
Octyl-, Nonylsiure) an, da8 sich infolge ihrer Adsorption auf der 
Oberflache der Starke eine monomolekulare Schicht bildet, welche 
die Wirkung des Ferments verhindert. Diese Erscheinung ist unseres 
Erachtens voéllig analog einer von Rehbinder gefundenen Verzégerung 
der Auflésungsgeschwindigkeit des Cale‘ts in Salzsiure durch dieselben 
grenzflachenaktiven Sauren der Fettreihe. Daher kénnen wir auch 
diese Erscheinung mit vollem Recht als Passivierung der Ferment - 
wirkung bezeichnen. 


Obgleich in unserer Saurenreihe Octyl- und Nonylsaure die fermen- 
tative Speichelreaktion nicht hemmen, so sehen wir hierin doch 
keinen Widerspruch und nehmen an, da$ hier erstens die schwache 
Léslichkeit dieser Sauren von EinfluB ist und daB zweitens die Még- 
lichkeit besteht, daB& die Adsorptionsgrenze dieser Saiuren bei einer 
Konzentration eintritt, die zur Bildung einer schiitzenden (passi- 
vierenden) Schicht auf der Oberflache der zu hydrolysierenden Starke 
ungeniigend ist. 


Demnach ist die Frage nach dem Einflu8 grenzflachenaktiver 
Sauren auf die Hydrolyse der Starke durch menschlichen Speichel 
entschieden. Natiirlich kénnen nicht samtliche grenzflachenaktive 
Stoffe solech eine passivierende Wirkung ausiiben. So zeigten z. B. 
Galle, Athyl- und Amylalkohol wie auch Strychnin keine den Sauren 
ahnliche Wirkung. Die Adsorption eines grenzflichenaktiven Stoffes 
an dem Starkekern ist also eine unerlaBliche Bedingung. 
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Zusammenfassung. 


1. Die grenzflachenaktiven Sauren der Fettreihe (Butter-, Valerian- 
und Heptylsiure) iiben einen hemmenden EinfluB auf die Starke- 
spaltung durch Speichel aus. 

2. Die grenzflichenaktiven Siuren der Fettreihe werden an 
dem Starkekern adsorbiert und bilden auf seiner Oberfliche eine 
monomolekulare Adsorptionsschicht, welche die Fermentwirkung 
verhindert. 

3. Die Wirkung einiger grenzflachenaktiver Sauren der Fettreihe 
(z. B. Butter- und Valeriansiure) auf den ProzeB der Starkespaltung 
durch Speichel kann als eine passivierende Wirkung betrachtet werden. 








Oberflichenaktivitat des menschlichen Speichels. 


Von 
Viktor Borissovsky und Nikolaus Wwedensky. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie an der Swerdlov- 
Universitat und aus dem physiologischen Laboratorium an der Krupsky- 
Akademie, Moskau.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1929.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1927 hat der eine der beiden Verfasser! eine Arbeit iiber 
die Oberflacheneigenschaften einiger physiologischer Fliissigkeiten 
veréffentlicht, welche Daten iiber die gesamte Oberflichenenergie und 
-spannung des menschlichen Speichels brachte. Da die Untersuchung 
der Oberflacheneigenschaften des Speichels in der zitierten Arbeit 
keine geniigend vollstandige war und nur beilaufig bei Untersuchung 
anderer physiologischer Fliissigkeiten vorgenommen wurde, so fiihrten 
wir bei vorliegender Arbeit eine systematische Untersuchung der 
Oberflachenspannung bei verschiedenen Temperaturen von 0 bis 
100° C, des Temperaturkoeffizienten (— 46/At), der gesamten Ober- 
flachenenergie (#) und der relativen Adsorption [A 6, = /(7')] des unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen erhaltenen menschlichen Speichels 
durch. Hierbei interessierte uns auch die Umkehrbarkeit der Temperatur- 
kurven der Oberflichenspannung des Speichels, nach der man auf den 
Charakter grenzflachenaktiver, in Lésung befindlicher Stoffe schlieBen 
kann. 

Zur Erhaltung des Speichels legten wir an den ductus der GI. parotis 
einen silbernen Léschlitrichter an. Als Erreger, die eine Speichel- 
absonderung hervorrufen, brauchten wir entweder trockenes Gebiack 
(Nahrstofferreger) oder eine 0,1°,ige HCl-Lésung (Saureerreger). 
Nach Entnahme von etwa 5 ccm Speichel verwahrten wir ihn bis zur 
Herstellung samtlicher Lésungen zur Bestimmung der amylolytischen 
Eigenschaften nach Wohlgemuth an einem kalten Orte oder bestimmten 


1 Nikolaus Wwedensky, diese Zeitschr. 188, 270, 1927. 
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sofort die Temperaturkurve der Oberflachenspannung der gegebenen 
Fliissigkeit (6 — rt). 

Zur Bestimmung der Oberflichenspannung des Speichels bedienten 
wir uns der von P. Rehbinder! ausgearbeiteten Methode, die zur Be- 
stimmung der gesamten Oberflachenenergie physiologischer Fliissigkeiten 
von NV. Wwedensky und spiter von V.Okuneff? und anderen mit bestem 
{rfolg angewandt worden ist. 

Wir sind der Meinung, da8 die stalagmometrischen Messungen 
physiologischer Fliissigkeiten nicht befriedigen kénnen, worauf wir 
zur Vermeidung von Mifverstandnissen beziiglich des weiter unten 
gebrachten absoluten Ziffernmaterials aufmerksam machen. Die 
Oberflachenspannung des Speichels haben wir in zehn Fillen bei einem 
Saureerreger in Intervallen von 0 bis 80° und von 60 bis 0° C und in 
zehn Fallen bei einem Nahrstofferreger in den gleichen Temperatur- 
intervallen gemessen. 

Weiter unten bringen wir die Ergebnisse des bei einem Siure- 
erreger (6 —-t) erhaltenen Speichels. 








Tabelle I. 
t - 00 c 10 7 o a ge 80 iivtukcs Sipe wales 
ie Erreger Anmerkung 
Erg/qem . 
1 | o— 70,99 66,72 66,41 65,49 | 59,15 n/10 HCl] bei 60° © Triibung 
73,49 72,64 70,83 57,438 | 5915 <— 
2 70,99 70,18 | 69,06 65,50 | 62,83 57,44 bei 60° C Tritbung 
72,64 67,32 65,49 63,72 | 60,98 , <— 
8 70,99 70,18 | 69,06 | 67,32 | 64,60 59,15 bei 60° C kaum merk- 
73,49 | 72,64 70,99 | 67,32 | 63,72 <— liche Triibung 
4 75,37 73,48 70,99 | 64,60 59,18 55,62 bei 76°C Triibung 
74,52 | 72,64 | 70,99 | 63,86 5915 <— 
5 74,14 71,79 | 70,16 67,00 61,38 58,21 bei Abkiihlung fallt 
74.79 70,97 69.51 | 66,23 6224 <— Niederschlag 
6 68,56 65,47 63,84 | 62,24 60,54 | 57,42 dasselbe 
69,35 | 67,77 | 66,23 63,84 | 60,54 <=— 
7 67,00 | 64,73 62,24 62,24 60,54 57,42 ‘ 
71,79 70,16 67,77 | 64,57 | 62,96 | <— 
8 72,38 69,89 67,39 64,90 62,40 | 57,96 ‘ 
9 72,38 71,14 | 69,89 67,39 63,02 59,90 ; 
10 74,88 73,63 | 72.38 69,44 62,40 57,96 | , 


Der Pfeil bezeichnet die Richtung der Verinderung bei Untersuchung der Umkehrbarkeit 
der Kurven, 


1 P. Rehbinder, Zeitschr. f. exper. Biol. u. Med. Nr. 14, 1927 (russisch) ; 
Zeitschr. f. phys. Chem. 111, H. 5/6, 1924. 
2 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 28, 1928. 
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Wie aus einer unmittelbaren Betrachtung der Tabelle I und auch 
der Abb. 2 hervorgeht, entsprechen die Temperaturkurven der Ober- 
flachenspannung des bei einem Siureerreger erhaltenen Speichels 
in den meisten Fallen dem Typus der sogenannten inaktiven Lésungen, 
der durch eine lineare Abnahme der Oberflichenspannung der Lésung 
mit der Temperatur charakterisiert wird. Gleichzeitig damit ist es 
fiir oberflachenaktive Lésungen charakteristisch, daB ihr Temperatur- 
kceffizient (—-d6/dr) bei einer Temperaturinderung der Léisung 
praktisch konstant bleibt, und daf als Folge davon die gesamte Ober- 
flachenenergie einer solchen Lésung ebenfalls keiner Verinderung mit 
der Temperatur unterliegt (dE/dT = 0). Die Kurve der relativen 
Adsorption, die aus der Ordinatendifferenz der Oberflachenspannung 
bei verschiedenen Temperaturen (46,) bestimmt wird, darf in dem 
untersuchten Intervall kein Maximum haben. 


Tabelle II und Abb. 1 illustrieren das Gesagte. 


Tabelle II. 








t=000 ‘= 20 _ 30 40 60 80 
———— - Nr.|| Anmerkung 
Erg qem 
| 
6 72,38 71.14 69,89 | 67,389 63,02 59.90 9 Spcichel er- 
| nalten bei 
Jd “at in a eine 10 
: 0.15) 015 015 018) 018 018 Salzsiure- 
At lisung 
BE 113,7 |113,59 113,84 123.9 |123,73 123,96 
Ao, 30 | 25 | 25 25 20 20 
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Abb. 1. 


Die absoluten GréBen der Oberflichenspannung des bei einem 
Saureerreger (n/10 HCl) erhaltenen menschlichen Speichels, die nach 
Rehbinder an der Grenze Lisung—Dampf bei ¢t = 20°C gemessen 
wurden, schwanken in den Grenzen von 66,41 bis 70,99 erg/em?. In 


Biochemische Zeitschrift Band 219. 6 
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den Grenzen von 45 bis 80° C wird ein Knick der Oberflachenspannungs- 
karven beobachtet (Kurven 10 und 9, Abb. 2). Dieses Temperatur- 
intervall entspricht der Fallungszone des EiweiSniederschlages, der 
in einigen Fallen méglicherweise eine Adsorptionszunahme der 
Molekiile in der Oberflichenspannung der Fliissigkeit bewirkt. Bei 
Messung der Oberflichenspannung dieser Fliissigkeit in umgekehrter 
Reihenfolge, d.h. von héheren Temperaturen zu niedrigeren, fallen 
die Temperaturpunkte der Oberflichenspannung der untersuchten 
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Kurve nicht zusammen. Mit anderen Worten, es gibt keine Um- 
kehrbarkeit der Temperaturkurve des Speichels. In einigen Fallen 
jedoch, z. B. Kurve 4, fallt die Umkehrbarkeit der Temperaturkurve 
des Speichels mehr oder weniger zusammen. 

Das Fehlen einer vélligen Umkehrbarkeit der Kurven ist dadurch 
bedingt, daB bei hohen Temperaturen (von 60 bis 80°C) im Speichel 
die Fallung eines Niederschlages von Eiweifstoffen beginnt, welche 
teilweise die Oberflachenspannung dieser Lésung selbstandig vermindern, 
teilweise jedoch, indirekt wirxend, andere oberflichenaktive Stoffe 
erfassen. 

Es muB bemerkt werden, daB die Oberflachenspannung des mensch- 
lichen Speichels (bei einem Saureerreger) im Vergleich zu der des Wassers 
etwas geringer ist; sie ist fiir Wasser bei 20°C = 72,75 erg/qem, fiir 
Speichel = 70,99erg/qem. Endlich ist das Typische einer Reihe 
einzelner Oberflachenspannungskurven des Speichels (bei einem Saure- 
erreger) etwas relativer. So stellt z. B. Kurve 6 eine Kurvenart dar, 
die fiir Speichel, der gewéhnlich auf einen Niahrstofferreger hin 
erhalten wurde, charakteristisch ist (oberflachenaktive Kurve). 
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Den auf einen Nahrstofferreger hin erhaltenen Speichel haben 
wir in zehn Fallen untersucht. Untersucht wurden: Die Temperatur- 
kurven der OQOberflichenspannung, der Temperaturkoeffizient, die 
gesamte Oberflichenenergie und die relative Adsorption (46,), wie 
auch die Umkehrbarkeit der Kurven. 


Tabelle 11. 





t= 0°C 10 20 40 60 80 
Nr. Erreger 


1l ss 73.63 | 70,20 68,07 65,52 61,15 57,96 Trockenes Gebick 


12 72,38 | 69,89 67,39 66,04 61,15 57,41 

76,11 | 7488 72,38 6944 6365 <— 
13 74,88 | 72,38 69,89 66,04 63,65 57,96 
14 73,63 | 70,51 68,02 65,52 61,78 58,08 

76,11 | 74,88 | 73,63 68,02 6320 <— 
15 70,16 | 68,56 66,23 63,84 61,53 | 58,22 

70,97 | 69,35 | 67,77 6623 62,96 <— 
16 73,63 | 71,14 69,44 64,90 61,15 57,41 
17 73,60 | 71,14 67,39 | 63,65 59,90 57,41 
18 73,63 | 71,76 69,89 64,90 61,78 59,90 
19 | 73,63 | 72,38 69,89 63,77 60,53 58,03 
20 73,63 | 72,38 69,89 67,39 61,15 57,96 


Der Pfeil bezeichnet die Richtung der Verinderung bei Untersuchung der Umkehrbarkeit 
der Kurven. 
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Abb. 3. 


Betrachtet man Tabelle III und Abb. 3, so sieht man, daB die Form 
der Temperaturkurven der Oberflachenspannung des auf einen Nihr- 
stofferreger hin erhaltenen Speichels den oberflachenaktiven Lésungen 
und Flissigkeiten entspricht. Die Oberflichenspanuung nimmt in 
diesem Falle nicht linear mit der Temperatur ab, sondern — wie 


6* 
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P. Rehbinder nachgewiesen hat -—- mit einer charakteristischen 
Krimmung. Die gesamte Oberflachenenergie hat ein Maximum, die 
Kurve der relativen Adsorption wachst mit der Temperatur und ist 
ibrer Form nach dem vorhergehenden Kurventyp entgegengesetzt. 


Die absoluten GréBen der Oberflachenspannung des Speichels 
bei einem Nahrstofferreger schwanken in den Grenzen von 66,23 Erg /qem 
bis zu 69 89 Erg/qem (bei 20°C). Demnach ist der absolute GréBenwert 
der Oberflachenspannung des Speichels auf einen Siureerreger oder einen 
Nahrstofferreger hin der gleiche. Die Untersuchung der Temperatur- 
kurven zeigt jedoch einen typischen Unterschied zwischen beiden. Auf 
einen Siureerreger hin wird nimlich ein an oberflichenaktiven Stoffen 
armer Speichel ausgeschieden, der bei genauerer Untersuchung dem 
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Abb. 4. 


Typus inaktiver Lésungen entspricht (obgleich er unter der linearen 
Kurve fiir reines Wasser liegt). Auf einen Nahrstofferreger hin wird ein 
an oberflachenaktiven Stoffen reicherer Speichel ausgeschieden, weshalb 
auch die Form der Temperaturkurve einen entsprechenden fiir ober- 
flichenaktive Stoffe typischen Charakter zeigt (P. Rehbinder). Was 
die Umkehrbarkeit der Oberflichenspannungskurven fiir Speichel 
bei einem Nahrstofferreger anbetrifft, so mu8 das véllige Fehlen dieser 
Umkehrbarkeit bemerkt werden, was gegeniiber einem Saureerreger 
ebenfalls einen gewissen Unterschied darstellt. Beim Erwirmen ist 
der Niederschlag des Speichels (Nahrstofferreger) meist weniger aus- 
gepragt als im ersten Falle. Daher ist es méglich, dafs dies mit einer 
Zerstérung der Fermente beim Erwarmen der Fliissigkeit zusammen- 
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hangt, und das um so mehr, als die Verminderung der Oberflichen- 
spannung des Speichels offenbar wenig von den Eiweifstoffen ab- 
hangt, worauf die Umkehrbarkeitskurven des aziden Speichels 
hinweisen (Abb. 4). 

Die Zerstérung der Fermente des aziden Speichels, die zweifelsohne 
bei seiner Erwaérmung stattfindet, ist jedoch bei Untersuchung der 
Umkehrbarkeit der Kurven wenig bemerkbar. Man mu annehmen, 
daB die Fermentkonzentration offenbar eine solche ist, daB sie keine 
geniigend dichte oder gesattigte Adsorptionsschicht in der Oberflichen- 
schicht der Fliissigkeit bildet, wie das in dem von uns angenommenen 
Falle mit Nahrstoffspeichel der Fall war. Von diesem Gesichtspunkt 
aus gewinnt die Untersuchung der Umkehrbarkeit der Temperatur- 
kurven des Speichels eine besondere Bedeutung; diese Umkehrbarkeit 
erginzt unsere Kenntnis der fermentativen Eigenschaften des Speichels 
bei Nahrstoff- und Saureerregern. 

N. Wwedensky hat nachgewiesen, daB eine ganze Reihe physio- 
logischer Fliissigkeiten bei Temperaturen, die gewéhnlich bei der 
stalagmometrischen Methode (nach Taube) angewandt werden, zu- 
sammenfallende oder abnliche OberflachenspannungsgréBen haben 
und nach der Art ihrer Temperaturkurven zum entgegengesetzten 
Typ der kapillar-aktiven Lésungen gerechnet werden kénnen. Hieraus 
folgt, daB die fiir einen bestimmten Temperaturpunkt géwablte absolute 
OberflachenspannungsgréBe die Oberflacheneigenschaften einer Lésung 
oder Fliissigkeit nicht geniigend charakterisieren kann.  Beziiglich 
des Speichels kanr die gréBere oder geringere Oberflichenaktivitat 
einer Fliissigkeit mit ihren fermentativen Eigenschaften zusammen- 
hangen, da der Nahrstoffspeichel (auf trockenes Geback hin) eine gréBere 
Menge Fermente enthalt und darum auch iiber eine starker gesittigte 
Adsorptionsschicht verftigen muB. Dies kann auch fiir die fermentativen 
Kigenschaften des Speichels im Sinne der Adsorptiorisbedingungen 
bei der Starkespaltung von Bedeutung sein. Diese Frage erfordert 
trotz aller Schwierigkeiten eine weitere Bearbeitung. Die vorliegende 
Arbeit hat uns zu einer weiteren Arbeit tiber den Einflu8 oberflachen- 
aktiver Fettsiuren auf die Fermente des Speichels veranlaBt, welche 
die hier ausgesprochenen Voraussetzungen bestitigt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Oberflachenspannung des menschlichen Speichels 
erforscht, die bei einem Nahrstofferreger und einem Saureerreger 
in den Grenzen von 0 bis 80° C erhalten worden war. 


2. Es wurde die Umkehrbarkeit der Temperaturkurven der Ober- 
flachenspannung von 60 bis 0° C untersucht. 
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3. Es wurde festgestellt, daB sich die Temperaturkurven des 
Speichels bei einem Saéure- und einem Niabrstofferreger ihrer Form 
nach voneinander unterscheiden: der saure Speichel zeigt eine fiir 
inaktive Lésungen charakteristische Temperaturkurve der Oberflachen- 
spannung, wahrend der Nahrstoffspeichel eine fiir grenzflichenaktive 
Lésungen charakteristische Temperaturkurve nach Rehbinder aufweist. 


4. Die Oberflichenspannung des menschlichen Speichels kann 
in gewissen Fallen und bei verschiedenen Menschen in relativ be- 
deutenden Grenzen schwanken, bewahrt jedoch den Typus der 
Temperaturkurve (6 —-t) in Abhangigkeit von den Bedingungen der 
Speichelabsonderung (Nahrstoff- oder Schutzreaktion). 








Uber die Verhiltnisse zwischen Essig-, Bernstein-, Fumar- und 
Oxalsiure in den Kulturen von Mucor stolonifer und einigen 
anderen Pilzen. 


Von 
WI. S. Butkewitsch und M, W. Fedoroff. 


(Aus dem Timirjazeff-Forschungsinstitut, Moskau.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer unserer vorigen Mitteilungen! wurden gewisse Tatsachen 
auseinandergesetzt, die Veranlassung zu der Annahme gaben, daf 
die Umwandlung des Zuckers in Fumarsaure in den Kulturen von 
Mucor stolonifer iiber Essig- und Bernsteinséure vor sich geht. 

Hinsichtlich der Essigsiure wurde durch unsere Versuche fest- 
gestellt, da unter Einwirkung des Pilzes auf diese Saure in Gegenwart 
von Ca-Carbonat betrachtliche Bildung und Anhaufung von Bernstein- 
und Fumarsaure zustande kommt? und daB die Ausbeute der Sauren 
in bezug auf die verbrauchte Essigsiure 15 bis 30°,, betragen kann. 
Im Unterschied von den Zuckerkulturen desselben Pilzes machte 
sich dabei ein starkes Vorherrschen von Bernsteinsiure geltend, 
deren Menge 80 bis 90°,, der Gesamtmenge von atherléslichen Sauren 
betrug, wihrend der Gehalt dieser an Bernsteinsiure bei unseren Ver- 
suchen mit den Zuckerkulturen meistens nur etwa 10°,, erreichte. 
Setzte man Zucker der Essigsaure zu, die der Einwirkung der Pilzdecke 
ausgesetzt wurde, so brachte dieser Umstand eine Beschleunigung 
der Umwandlung der Siure hervor und das Quantititsverhaltnis 
der sich anhaéufenden Produkte schien sich zur Seite des Vorherrschens 
von Fumarsiaure zu verschieben. 

Die letztere Erscheinung wurde aber nicht durch entsprechende 
Analyse der Produkte sicher festgestellt, und die diesbeziigliche 





1 WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 1929. 

2 Die Bildung von Bernstein- und Fumarsiure in den Kulturen ge- 
wisser Rhizopus-Arten auf Essigsiure wurde auch von Takahashi und 
Mitarbeitern beobachtet. Vgl. 7. Takahashi und T. Asai, Bull. of the Agric. 
Chem. Soc. of Japan 8, Nr. 2, 1, 1927; 4, Nr. 3, 34;*Nr. 4/6, 65, 1928. 
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Annahme stiitzte sich nur auf, gewisse Beobachtungen, die bei der 
Ausscheidung der Fumarsaure aus der Versuchslésung gemacht worden 
waren. 

Was den Ubergang der Bernsteinséiure in Fumarsaure betrifft, der 
nach dem oben erwaihnten Schema der Herkunft dieser aus Zucker 
angenommen werden mub, so wurde die Frage nach der Fahigkeit 
des Pilzes, diesen Ubergang zustande zu bringen, bei unseren friiheren 
Versuchen nur kaum beriihrt. 

Die nihere Untersuchung der Umwandlung der Essig- und Bern- 
steinsiure in Fumarséure und der Beeinflussung dieser Umwand- 
lungen durch die Gegenwart von Zucker ist die Aufgabe der weiter 
unten folgenden Versuche. 

Bei den Versuchen iiber die Einwirkung der Pilze auf Essig- und 
Bernsteinsiure wurden neben Mucor stolonifer auch einige andere 
Pilzarten gepriift. 


Versuche mit Mucor stolonifer. 
Vergleichende Versuche iiber die Bildung und Anhdufung von 
Bernstein- und Fumarsdure auf Zucker und auf Essigsdure fiir sich 
allein und auf Zucker und Essigséure zusammen. 


Versuchsreihe 1. 
Bildung und Anhéufung von Bernstein- und Fumarsaéure in 
den Zuckerkulturen. 
Bei dieser Versuchsreihe wurde eine Nahrlésung von folgender Zu- 
sammensetzung angewanct : 


DONORS oa sw cw «ot eS 

(NHy)g SO, 0 re, 
2 ee by | 
| ea a | d 
PR aieeeas os wee Se 


Auf dieser Nahrlésung wurden sechs Kulturen aufgestellt, von denen 
jede 250 ccm Lésung enthielt. 

Am dritten Tage nach der Impfung wurden je 10 g Ca-Carbonat allen 
Kulturen zugesetzt. Die Kulturen wurden im Thermostaten bei 28 bis 30° 
stehengelassen und nach 45 Tagen der Analyse unterzogen, deren Ergebnisse 
in der Tabelle | angegeben werden. 


Tabelle I. 
ae eee eee ee ee! | 
Unverbraucht gebliebener Zucker .......... 5,600g 
Ca-Gehalt in der Lésung. ............ . 18,080¢g 
Fumarséure nach Ca berechnet ......... . . 37,932g 
Ausgeschiedene atherlésliche Saéuren . 37,771 ¢g 
am Pamersiure.: . 6.66 ss tec « « CRB 


Gehalt dieser 


an Bernsteinsiure .......... 4,875g 
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Die Sauren wurden durch Extraktion mit Ather aus der Kultur- 
fliissigkeit ausgeschieden, nachdem diese mit Schwefelsdiure angesauert 
worden war. Das auf diese Weise ausgeschiedene Sauregemenge be- 
stand vorwiegend aus Fumarsiure mit gewisser Beimischung von 
Bernsteinsaure. 

Nach Umkristallisieren wies das Gemenge einen Schmelzpunkt gegen 
275,5° auf. Beim Titrieren wurden 38,3 cem n/10 NaOQH-Lésung auf 
0,2246 g verbraucht. Nach Berechnung fiir Fumar- bzw. Bernsteinsdéure 


— 


miuften 38,74 bzw. 38,07 ecm verbraucht werden. 


Nach wiederholter Umkristallisierung und Behandlung mit 
Permanganat wurde Bernsteinsiure von Fumarsaéure frei erhalten. 

Die erhaltene Saéure schmolz bei 183,5°, und beim Titrieren dieser 
wurden 35,9cem n/10 NaOH auf 0.2117 ¢ verbraucht. Derselben Menge 
Bernsteinséure entsprechen 35,96 ccm n/10 NaOH. 


Die Ausbeute der Siuren in bezug auf die Gesamtmenge ver- 
brauchten Zuckers betrug etwa 26 °,, und der Gehalt des Siurengemenges 
an Bernsteinsiure machte 13°, aus. Dieser Wert entsprach beinahe 
denjenigen, die auch bei unseren vorigen Versuchen fiir die Zucker- 
kulturen von Mucor stolonifer nachgewiesen worden waren. 


Versuchsreihe 2. 


Bildung und Anhaufung von Bernstein- und Fumarsaure unter 
Einwirkung von Pilzdecken auf Essigséiure und auf Essigséiure 
und Zucker. f 

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Pilzdecken angewandt, die vorher 
auf der iiblichen Nahrlésung aufgezogen worden waren, die auler den 
Salzen 10°%, Invertzucker und 1,5°%, Pepton enthielt. Insgesamt wurden 
vier Kulturen aufgestellt, von denen jede je 250ccm Nahrlésung enthielt. 
Nachdem sich die Pilzdecken geniigend stark entwickelt hatten, wurden 
die Kulturfliissigkeiten durch entsprechende Mengen von Versuchslésungen 
ersetzt, die nebst den iiblichen Salzen FEssigsiiure bzw. Essigsiure und 
Invertzucker enthielten. Die Versuche wurden bei Temperaturen von 
28 bis 30° durechgefiihrt und dauerten 30 Tage. 

Die Analysenergebnisse werden in der Tabelle I! zusammengestellt. 

Das durch Extraktion mit Ather erhaltene Saurengemenge bestand 
aus Bernstein- und Fumarsaure. Durch wiederholtes Umkristallisieren 
und Extrahieren mit Ather aus wisseriger Lésung gelang es, die 
Sauren zu trennen und durch Schmelzpunkt, Titrieren mit n/10 NaOH 
und die iiblichen Reaktionen zu identifizieren. 

Die Gesamtausbeute der Saiuren in bezug auf die verbrauchten 
Ausgangsstoffe betrug fiir Essigsiure + Zucker fast 25°, und _ fiir 
Essigsiure allein etwa 13,4°,. Das Siurengemenge enthielt bei dem 


Versuch mit Essigsiure allein 80,75°., Bernsteinsiure und 19.25%, 
Fumarsaure und bei dem mit Essigsiure + Zucker 25,91 °,, Bernstein- 


siure und 74,09°, Fumarsdure. Der verhiltnismibige Gehalt des 
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Tabelle II. 





a ge ee ee ee 1 2 3 4 


Zusammensetzung der Versuchslisung . . Essigsiure 10g ae te. 


| 4,017 4,085 4,715 4,605 




















Pilzdeckengewicht ing - +--+ + 
4,051 4,660 
a : - 1 | Kssigsiure 0 0 0 | 0 
Unverbraucht geblieben | Saher . a rie 0 0 
| 0,477 0,429 1,851 2,040 
Ca-Gehalt in der Lésung in g- - - 
0,453 1,945 
Gesamtmenge von itherlésl. Sauren | 1,408 1,264 4,996 4,958 
= eS 1,336 4,977 
Berneteinslure ing. ....... 1,079 1,299 
Pumereiareé ing... .-+.ssse-s 0,257 3,687 
Gehalt des Siurengemenges an Bern- 
hy ee 89,75 25,91 


Gemenges an Bernsteinsiure fiir Essigsiure +- Zucker war also viel 
niedriger als fiir Essigsiure allein, blieb aber doch bedeutend héher 
als fiir die Zuckerkulturen der vorigen Versuchsreihe, wo er nur 13°, 
erreichte. 


Die vorliegenden Ergebnisse liefern keine hinreichenden Grund- 
lagen, um die in Frage kommende Beeinflussung der Essigsiureumwand- 
lung durch Gegenwart von Zucker ganz sicher klarzustellen. 


Weiter unten machen wir doch einen Versuch, die betreffende Beein- 
flussung zu berechnen, indem wir von gewissen Voraussetzungen ausgehen, 
die nicht fiir tatsichlich begriindet gehalten werden kénnen. So nimmt 
man an, dali die Gesamtmengen der von Essigséure stammenden Saéuren 
sowohl mit Zucker als auch ohne diesen gleich bleiben und da’ nur das 
Verhaltnis zwischen den Komponenten des Sauregemenges durch Gegen- 
wart von Zucker verandert werden kann. Nimmt man noch weiter an, 
da sich Bernstein- und Fumarséure aus Zucker mit und ohne Essigséure 
in demselben Verhaltnis bilden und anhaufen, so lassen sich die zwei 
folgenden Gleichungen ansetzen, in denen x und y die Mengen der 
Bernstein- und Fumarsiéure bedeuten, die in den Kulturen 3 und 4 
aus Essigséure entstanden, 


ies « 
x+y — 1,336 und 20-2 . 


3,687 — y 87 


Aus diesen Gleichungen bestimmt ist « = 0,816 und y = 0,520. Die 
Menge von Fumarséure (y = 0,520 g) betragt etwa 40°% der Gesamtmenge 
der aus Essigsiiure gebildeten Siéiuren (1,336g). Nach dieser Rechnung bringt 
die Gegenwart von Zucker eine verhaltnismaige Steigerung der Fumar- 
situremenge hervor, die aus Essigsiure entsteht. Diese Rechnung kann 


* Das Verhiltnis zwischen Bernstein- und Fumarséure, das in der 
vorigen Versuchsreihe mit den Zuckerkulturen nachgewiesen wurde. 
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aber keine ausschlaggebende Bedeutung haben, da sie auf gewissen will- 
kiirlichen Voraussetzungen beruht. 

Die endgiiltige Entscheidung der hier beriihrten Frage bedarf 
weiterer Versuche, deren Bedingungen mehr denjenigen entsprechen 
miissen, die in den Zuckerkulturen des Pilzes herrschen, wo sich 
die Essigsiure nur in verhaltnismaBig geringen Mengen intermediar 
anhiufen kann. Die betreffenden Versuche stehen schon in Aussicht. 


Der weiter unten folgende Versuch hatte die Aufgabe, den zeitlichen 
Verlauf der Anhaiufung von Bernstein- und Fumarsiiure unter Ein- 
wirkung der Pilzdecken auf Essigsiure zu verfolgen. 


Versuchsreihe 3. 

Zeitlicher Verlauf der Anhéufung von Bernstein-,und Fumar- 

siure unter Einwirkung der Pilzdecken auf Essigsdure. 

Die Pilzdecken waren vorher ebenso wie bei der vorigen Versuchsreihe 
aufgezogen worden, und die Kulturfliissigkeiten wurden durch 4°%ige 
Essigsiurelésung mit den iiblichen Nahrsalzen ersetzt. Jeder Decke 
wurden 250 cem dieser Lésung und noch 10g Ca-Carbonat zugesetzt. Die 
Versuchslésungen mit den Pilzdecken lie} man darauf in Thermostaten 
bei 28 bis 30° stehen. Nach verschiedenen Zeitréumen wurden die Kulturen 
der Analyse unterzogen, deren Ergebnisse in der Tabelle III] angegeben 














werden. 
Tabelle Ill. 
OE ee ee ee ee 1 2 3 q 5 6 
Urspriingliche Mengen von Essigsiure. . je 10g je 10g je 10g 
mame Gee Vere cw wt eet ee 10 Tage 20 Tage 30 Tage 
eat | 4,050 3,750 3,975 3,760 3,690 3,875 
Pilzdeckengewicht in g + ++:+:+)|-— ee” | eae 
3,900 3,868 3,783 

Z i i, : 207K 2 ANS ~ 20 19 97 
Unverbraucht gebliebene Essigsaure | 3,975 3,503 1,465 | 2,384 0,612 0,927 





in g 3,739 1,925 ~° 0,770 
. ” 52 OF 3Q5 Fi 358 
Gesamtmenge von Bernstein- und | 0,764 0,529 1,025 0,883 1,459 | 1,358 








Fumarsaure in g | 0.642 0.954 1.409 
Ausbeute der Sauren in bezug auf 

verbrauchte Essigsiure in %. . 10,33 11,20 15,21 

Cee ee al se Fe ea 8 — - 1,142 


Die in der Tabelle Ill angefiihrten Werte werden in der Abb. 1 
graphisch dargestellt. 

Nach dem Zusatz der Versuchslésung sahen die Pilzdecken ganz 
normal aus, wobei nur eine geringe Kontraktion in diesen hervortrat. 
Wihrend der ersten Halfte des Versuchs lieB sich auch eine gewisse Neu- 
bildang des Mycels nachweisen. Zum SchluB des Versuchs hérte die 
Mycelentwicklung auf und die Kontraktion der Decken kam starker 
zum Vorschein. 
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Wie aus den in der Tabelle ILI angefiihrten Ergebnissen ersichtlich 
ist, steigt die Ausbeute der Sauren in bezug auf verbrauchte Essigsiure 
wihrend des Versuchs an. Besonders deutlich 1aBt sich diese Er- 
scheinung zeigen, wenn man die Siurenausbeuten auf 1l0tiagige 
Zeitriume bezieht. Fiir den ersten l0tagigen Zeitraum betragt die 
Ausbeute nur etwa 10°), fiir den zweiten (10 bis 20 Tage) 17°, und 
fiir den dritten (20 bis 30 Tage) erreicht sie schon fast 40°,. Dieses 
Steigen der Ausbeute steht wahrscheinlich mit dem Sinken des Ver- 
brauchs der sich aus Essigsiure bildenden Sauren in Zusammenhang. 
Zugunsten dieser Annahme sprechen die oben angefiihrten Beob- 
achtungen, die sich auf den Zustand der Pilzdecken wahrend des Ver- 
suchs beziehen. 
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Daraus ergibt sich, daB die aus Essigsiure unter Einwirkung 
des Pilzes entstehende Bernstein- und Fumarsiure in betrachtlichen 
Mengen verbraucht werden, wenn sich der Pilz in gutem Zustand 
befindet. 

Bei den vorliegenden Versuchen mit Essigsiure wurde neben 
Berwstein- und Fumatsiure auch Oxalsiure in ziemlich betriachtlichen 
Mengen nachgewiesen. Diese befand sich als Ca-Salz im unldéslichen 
Riickstand und in den Pilzdecken. Sie wurde durch Behandlung mit 
Salzsiure in Lésung gebracht und darauf wieder als Ca-Salz nach 
Ammoniakzusatz ausgeschieden. Die Siure wurde hier wie auch bei 
den weiter unten folgenden Versuchen durch Titrieren des in Schwefel- 
siure gelésten Ca-Salzes mit titrierter Permanganatlésung identifiziert. 


Versuch 4. 


Sinwirkung der Pilzdecken auf Propionsaure. 
E 


Aufer den oben angefiihrten Versuchen mit Essigsiéure wurde auch 
ein Versuch mit Propionséure angestellt. Man stellte diesen Versuch ebenso 
wie die vorigen Versuche mit Essigsiure an, indem nur diese durch ent- 
sprechende Mengen (4°%,) Propionséure ersetzt wurde. Dadurch versuchten 


. 


wir klarzustellen, ob die eigentiimliche Synthese, die mit Essigséiure zu- 
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stande kommt, mit den dieser homologen Séuren zur Geltung kommen 
kann. Der Versuch fiel negativ aus, und keine Produkte der etwaigen 
Synthese lief’'en sich nachweisen. 

Hier ist aber darauf hinzuweisen, dali} die Versuchslésung die Propion- 
siure in verhaltnismaBig hoher Konzentration enthielt, bei welcher die 
Saure auf den Pilz schon giftig einwirken konnte. Dieser Umstand war 
vielleicht auch dafiir verantwortlich, dali die der Einwirkung der Pilzdecke 
ausgesetzte Propionsiure gar nicht angegriffen und bei der Analyse der 
Versuchslésung in dieser fast in urspriinglicher Menge nachgewiesen wurde, 
Die Lésung der Frage nach der Umwandlung der héheren Homologen der 
Essigsiure erfordert Versuche mit geringeren Konzentrationen der Versuchs- 
lésungen. 

In den weiter unten folgenden Versuchen war beabsichtigt, das 
Verhalten der Bernsteinsiure zu Fumarsiiure in den Kulturen von 
Mucor stolonifer klarzustellen. Bei unseren friiheren Versuchen mit 
Bernsteinsaure lie} sich keine Anhiufung von Fumarséure unter Ein- 
wirkung der Pilzdecke auf Bernsteinsiure allein nachweisen. Bei den 
Versuchen mit Essigsiure wurde aber festgestellt, daB die Umwandlung 
dieser in den Pilzkulturen durch Gegenwart von Zucker wesentlich 
beeinfluBt werden kann. Da die Méglichkeit eines solechen Einflusses 
der Gegenwart von Zucker auch hinsichtlich der Umwandlung der 
Bernsteinsiure nicht ausgeschlossen war, so priifte man bei den 
weiteren Versuchen die Einwirkung der Pilzdecken nicht nur auf Bern- 
steinsaure allein, sondern auch auf diese mit Zucker zusammen. Weiter 
unten werden die Ergebnisse dieser Priifung auseinandergesetzt. 


Versuchsrethe 5. 


Vergleichende Versuche jiber die Kinwirkung der Pilzdecken 
auf Bernsteinsfiure und auf Zucker fiir sich allein und auf 
Bernsteinsaure und Zucker zusammen. 

Die bei dieser Versuchsreihe angewandten Pilzdecken wurden auf der 
Nahrlésung von iiblicher Zusammensetzung (10°, Invertzucker, 1°, Pep- 
ton und Salze) aufgezogen, wobei jede Kultur 250 ccm Lésung enthielt. 
Nachdem sich die Pilzdecken hinreichend stark entwickelt hatten, wurden 
die Kulturfliissigkeiten durch entsprechende Mengen (250 ccm) der Versuchs- 
lésungen ersetzt. 

Neben den Salzen, und zwar 0,2°%, KH,PO,, 0,01°, MgSQO,, 0,3°% 
NaCl und 0,05% NH,NO,, enthielten die Versuchslésungen : 


1. 4°, Bernsteinséure mit Ca-Carbonat, 

2. 4% Bernsteinséiure, mit NagCQO, neutralisiert, 

3. 4°, Bernsteinséiure und 4°, Invertzucker mit Ca-Carbonat, 
4. 4° Inverzucker mit Ca-Carbonat. 


Die Versuche wurden in Thermostaten bei 28 bis 30° durchgefiihrt 
und dauerten 30 Tage. Die Ergebnisse der Analyse werden in der Tabelle IV 


zusammengestellt. 
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In den Versuchen mit Bernsteinsaure allein hiufte sich die Fumar- 
siure, wie auch bei unseren friiheren Versuchen, gar nicht oder nur 
in Spuren an. 


Was die Versuche mit Bernsteinsiiure und Zucker und mit Zucker 
allein betrifft, so waren ihre Ergebnisse recht verschieden. Im Versuch. 
in dem die Bernsteinsiure dem Zucker zugesetzt worden war, hiufte sich 
Fumarsiaure in viel gréBerer Menge an als auf Zucker allein. Die Menge 
der Fumarsaure erreicht im ersteren Falle fast 3g, im letzteren aber 
nur 0.8g. Also wurde die Anhéiufung der Fumarsaure durch Zusatz 
der Bernsteinséure fast um das Vierfache gesteigert. 


Die Ausscheidung und Trennung der Bernstein- und Fumarsaure 
wurde bei den Versuchen mit Bernsteinsiure und Zucker nach dem 
folgenden Verfahren ausgefithrt. 


Die Versuchsfliissigkeit wurde abfiltriert und der Riickstand 
mit der Pilzdecke zusammen mit heibem Wasser bis zu vollstindiger 
Auflésung der léslichen Ca-Salze extrahiert. Mit dem Waschwasser 
vereinigt wurde das Filtrat durch Abdampfen im Vakuum stark ein- 
geengt und stehengelassen. Die dabei ausgeschiedenen Ca-Salze trennte 
man von der Mutterlauge ab, und diese wurde nach Ansauern mit 
Schwefelsiure wiederholter Behandlung mit Ather ausgesetzt. Auf 
diese Weise wurden die in der Mutterlauge befindlichen Sauren extrahiert 
und nach Abdampfen des Atherextrakts ausgeschieden. 

Die aus Wasser umkristallisierten Ca-Salze enthielten in wasserfreiem 
Zustande 25,89°, Ca. Die Ca-Salze der Fumar- und Bernsteinséure ent- 
halten entsprechend 25,96 und 25,64°, Ca. Der verhaltnismaSige Cehalt 
der Salze an Fumar- und Bernsteinséure wurde durch Titrieren mit n/30 
Permanganat in der mit Schwefelsiure angesiuerten Lésung bestimmt !. 

Was die aus der Mutterlauge von den Ca-Salzen erhaltenen Siuren 
betrifft, so wurde die Fumarsaéure durch Umkristallisieren und durch 
Behandlung der Atherliésung mit Wasser von Bernsteinsauie abgetrennt, 
und die dieser noch beigemischte Fumarsiure durch Titrieren mit 
n/30 Permanganat bestimmt und entfernt. Die auf diese Weise er- 
haltene Fumar- und Bernsteinsiure wurden durch Schmelzpunkt- 
bestimmung und Titrieren mit n/10 NaOQH-Lésung _identifiziert. 

Beim ‘Titrieren der ausgeschiedenen Fumarsaéure wurden 31,1 cem 
Na OH-Lésung auf 0,1812g verbraucht. Nach Berechnung miifiten 31,24c¢eem 
verbraucht werden. Die Schmelzpunktbestimmung ergab gegen 279,5°. 

Beim Titrieren der Bernsteinsiéure wurden 16,72cem n/10 NaOQH- 
Lésung auf 0,0974 g¢ verbraucht. Nach Berechnung mii!'ten 16,6 ccm ver- 
braucht werden. Die Schmelzpunktbestimmung ergab gegen 181°. 


1Vgl. WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 
302 (311), 1929. 
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Was das Hauptergebnis dieser Versuchsreihe betrifft, das darin 
bestand, daB sich die Fumarsiure im Versuch mit Bernsteinséure 
und Zucker in viel gréBeren Mengen als in den Versuchen mit denselben 
Substanzen fiir sich allein anhaufte, so 1aBt sich diese Erscheinung 
auf zweierlei Art erklaren, und zwar entweder als eine Folge der Ein- 
wirkung von Zucker, durch dessen Gegenwart sich die Bedingungen 
verwirklichten, die den Ubergang von Bernsteinsiure in Fumarsiure 
beférderten, oder als eine Folge der Einwirkung von Bernsteinsiure, die 
die sich aus Zucker bildende Fumarsaure gegen den Verbrauch schiitzte 
und das Steigen ihrer Anhaufung dadurch hervorbrachte. Also steht 
die Herkunft der sich in verhaltnismaBigem Uberschu8 anhiiufenden 
Fumarsiaure in Frage. Die Bedingungen der oben angefiihrten Ver- 
suche waren der Lésung der Frage nicht ganz giinstig, und diese kann 
nur durch weitere Untersuchungen gelést werden. Die betreffenden 
Versuche miissen nicht so Jangdauernd und die verhaltnismaBigen 
Mengen der Bernsteinséure in der Versuchslésung nicht so hoch sein 
wie bei den hier erérterten Versuchen. Solche Versuche stehen schon 
in Aussicht. 


Es ist bemerkenswert, da®B sich die Oxalsiure in betrachtlicher 
Menge nur bei den Versuchen mit Bernsteinsiure allein anhaufte. 
Versetzte man diese mit Zucker, so wurde die Anhaufung der Oxalsaure 
viel geringer, und auf Zucker allein lieB sie sich nur in Spuren nach- 
weisen. Der Zucker stellte also in diesem Falle nicht nur eine schlechte 
Quelle zur Bildung der Oxalsiure an und fiir sich dar, sondern ver- 
minderte stark auch ihre Bildung und Anhaufung auf Bernstein- 
saure selbst. 


Nachdem die in dieser und den vorigen Mitteilungen auseinander- 
gesetzten Tatsachen hinsichtlich der Umwandlung der Essigsiure durch 
Mucor stolonifer festgestellt worden waren, unternahm man Versuche, 
das Verhalten einiger anderer Pilze zu derselben Siure klarzustellen. 
Dabei wurden Mucor mucedo, Aspergillus niger und Aspergillus oryzae 
geprift. Die Versuche mit diesen Pilzen wurden ebenso wie die mit 
Mucor stolonifer angestellt, indem die vorher auf entsprechenden 
Niahrlésungen aufgezogenen Pilzdecken angewandt wurden. AuBer den 
iiblichen Salzen enthielt die Nahrlésung bei der Ziichtung von Mucor 
mucedo Ivertzucker (10°%,) und Pepton (1°,,) und bei der von Asper- 
gillus niger und Aspergillus oryzae Rohrzucker (10°) und Ammonium- 
nitrat (0,4°,). Nachdem sich die Pilzdecken hinreichend stark ent- 
wickelt hatten, wurde die Kulturfliissigkeit abgegossen und nach 
Waschen der Decke mit 1° ,iger NaCl-Lésung durch entsprechende 
Versuchslésung ersetzt. Alle Versuche wurden in Thermostaten bei 
28 bis 30° angestellt. 
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Versuche mit Mucor mucedo, Aspergillus niger und Aspergillus oryzae. 
Versuchsreihe 6. 
Einwirkung der Decken von Mucor mucedo auf Essigséure, 
Die bei dieser Versuchsreihe angewandte Versuchslésung enthielt 
auBer den iiblichen Salzen! 3°, Essigsiiure und 0,05° NH,NO;. Jeder 
Pilzdecke wurden 150 cem dieser Lésung und 10g Ca-Carbonat zu- 
gesetzt. Die Versuche wurden mit zwei Decken angestellt und dauerten 
32 Tage. Die Ergebnisse der Analyse werden in der Tabelle V zu- 
sammengestellt. 
Tabelle V. 
Pilzdeckengewicht . . 1. 2,175, 2. 2,055 4,230 g 
Unverbraucht gebliebene Essigsiure . . . 1,467 ¢ 


Verbrauchte Essigsiture. . ...... . 7,533¢ 


SEED 5 2 6 2 ks so + 1 Oe 

Ausbeute der Bernsteinséure in bezug auf 
verbrauchte Essigsfiure . ...... . 800% 

ss . hwo oo S ad ce 6 ee ee 


Bei diesen Versuchen mit Mucor mucedo wie auch bei den ent- 
sprechenden Versuchen mit Mucor stolonifer wies man Bernsteinsiure 
wie Oxalsiiure in bedeutender Menge nach. Die Sauren wurden nach 
demselben Verfahren ausgeschieden und identifiziert, das man auch 
bei den vorigen Versuchen angewandt hatte?. 


Nachdem die unverbraucht gebliebene Essigsiure abdestilliert 
worden war, wurde die Versuchslésung mit Ather behandelt. Die aus 
dem Atherextrakt erhaltene Siure zeigte alle Eigenschaften der 
Bernsteinsaure. 

Ba-Salz dieser Séure enthielt 53,99°, Ba. Nach Berechnung miibte 
das Ba-Salz der Bernsteinséure 54,40°% Ba enthalten. 

Daraus ergibt sich, daB auch Mucor mucedo wie Mucor stolonifer 
die Fihigkeit besitzt, die Umwandlung der Essigsiure in Bern- 
steinsaure zustande zu bringen, und die Ergebnisse der oben 
angefiihrten Versuche im Zusammenhang mit denen von Takahashi*® 
legen die Vermutung nahe, da®B die Fahigkeit zur betreffenden 
Umwandlung der Essigsiure iiberhaupt den Mucoraceen  eigen- 
tiimlich ist. 

Die weiter unten folgenden Versuche weisen darauf hin, dab diese 
Fahigkeit auch bei anderen weit von Mucoraceen stehenden Pilzarten 
in gewissem Mabe zur Geltung kommen kann. 





1 0,2°, KHgPO,, 0,01% MgSO, und 0,3°, NaCl. 
2 Vel. die Versuchsreihe 3. 
* ie, 


Biochemische Zeitschrift Band 219. 
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Versuchsrethe 7. 

Einwirkung der Decken von Aspergillus niger auf Essigsaure. 

Die Versuchslésung hatte dieselbe Zusammensetzung wie bei der 
vorigen Versuchsreihe 6*. Jeder Pilzdecke wurden 150ccem Versuchs- 
lésung zugesetzt. In vier Versuchen fiigte man in den Lésungen je 10 ¢ 
Ca-Carbonat hinzu, und in zwei Versuchen wurden die Lésungen durch 
Zusatz entsprechender Mengen von Na,CO, neutralisiert. Die Dauer der 
Versuche wird in der Tabelle VI angegeben, wo auch die Ergebnisse der 
Analyse zusammengestellt werden. 


Tabelle VI. 





Bee, Ge SR ek te a, A oe ee 1 2 3 4 5 6 


Danes Ger VES «ss oe sk bee es 18 Tage 30 Tage 


{je 4,5 Essig- Je 4,58 Essig- | je 4.5¢ Essig- 
sture + Je10€ | mit NaeCO, || ure + je 108 
CaCO, 4 ‘ CaO3 


Zusammensetzung der Versuchslisungen 
neutralisiert 


( 2,285 2,105 1,728 1,562 2,015 | 1,985 


ne eee ee 





Pilzdeckengewicht ing - +: -: - 
| 4,890 3,290 4,000 
Unverbraucht gebliebene Essigsiure 
irene Maino ee ge Ty Ses ats 2,390 0 0 
Verbrauchte Essigsiure ing . . . 6,610 9,000 9,000 
Bernsteinsaure ing ....... 0,272 0,285 0 
CUI Be ese 5S ew 1,199 8,431 2.935 
Ausbeute der Oxalsiure in bezug auf 
verbrauchte Essigsiiure in %. . 18,1 93,7 32.6 


Im gegebenen Falle wurde die Bernsteinsiiture nach dem iiblichen 
Verfahren durch Extrahieren mit Ather ausgeschieden und durch 
Titrieren mit n/l0 NaOH-Lésung und Schmelzpunktbestimmung 
identifiziert. 

Beim Titrieren der Saéure wurden 34,45cem n/10 NaOH-Lésung 
auf 0,2055 g verbraucht. Nach Berechnung miiften 34,83ccm auf dieselbe 
Menge Bernsteinséure verbraucht werden. Die Saure schmolz bei 186 
bis 187°. 

Wie aus den in der Tabelle VI angefiihrten Angaben ersichtlich 
ist, haufte sich die Oxalsiure als Hauptprodukt der Umwandlung 
der Essigsaure an, die Bernsteinsaure lieB sich aber nur in verhaltnis- 
maBig geringer Menge in den nicht zu lange dauernden Versuchen 
nachweisen. Die Mengen, in welchen diese Siure nachgewiesen wurde, 
waren zu gering, um ihre Herkunft aus Essigsiiure ohne weiteres an- 
nehmen zu kénnen. Bekanntlich gibt es auch andere Wege zur Bildung 
der Bernsteinsiure beim Stoffwechsel in den lebenden Zellen, so kann 
sie z. B. aus Glutaminsiure entstehen, die sich auch bei unseren Ver- 





* AuBer den oben angegebenen Salzen wurde noch etwas FeCl, der 
Lésung zugesetzt. 
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suchen als Abbauprodukt der Eiweibstoffe des Pilzes bilden konnte. 
Nur analog der Essigstureumwandlung, die fiir Mucor-Arten festgestellt 
ist, kann man mit betrachtlicher Wahrscheinlichkeit eine unmittelbare 
Bildung der Bernsteinsiure aus Essigsiure auch im betreffenden Falle 
bei Aspergillus niger annehmen. Um die in Frage stehende Herkunft 
der Bernsteinsiure endgiiltig klarzustellen, miissen weitere Versuche 
vorgenommen werden. 

Wenn die letztere Annahme iiber die Herkunft der Bernsteinsiure 
durch Dehydrierung der Essigsiiure im vorliegenden Falle der Wirk- 
lichkeit entspricht, so legt das die Vermutung nahe, dab die bei Asper- 
gillus niger lebhaft verlaufende Oxydation der Essigsiure bis zu Oxal- 
siure iiber Bernsteinsiure als Zwischenglied vor sich geht. Diese 
Vermutung schlieBt freilich nicht die Méglichkeit aus, daB die Oxalsiure, 
die sich bei biochemischen Oxydationen sehr verschiedenartiger Ver- 
bindungen bildet, auch auf anderen Wegen ohne Beteiligung der Bern- 
steinsdure entstehen kann. 

Im Zusammenhang mit der Vermutung hinsichtlich der Rolle, 
die die Bernsteinsaure als Zwischenglied beim Ubergang von Essigsiiure 
in Oxalsaure spielen kann, wurden die weiter unten folgenden Versuche 
liber die Einwirkung von Aspergillus niger auf Bernsteinsaure angestellt. 


Versuchsreihe 8. 


Einwirkung der Decken von Aspergillus niger auf 
Bernsteinsaure. 

Bei dieser Versuchsreihe enthielt die Versuchslésung 4°, Bernstein- 
saure, die durch Zusatz entsprechender Mengen von NagCO, neutralisiert 
wurde, und auferdem 0,05 % NH, N O, und die iiblichen Salze (vgl. Versuchs- 
reihe 7). Die Versuche wurden mit zwei Pilzdecken angestellt, von denen 
jeder 250ccm der Versuchslésung von oben angegebener Zusammen- 
setzung zugesetzt worden waren. Die Ergebnisse der Analyse werden in 
der Tabelle VIL zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





2s es + 6 Keres be eo 6 4 ee 1 2 

Dauer der Versuche. ....... a ee 2% Tage Insyesamt 
— Cane oe ee ‘ 4 je 10g Bernsteinsiure 20g Bernstein- 
Zusammensetzung der Versuchslisung | mit NagCQO, neutralisiert siure 
Pilzdeckengewicht ing ...... 2,385 2,755 5,140 
Unverbraucht gebliebene Bernstein- 

MIM tse a) ee eS 0 0 0 
Pe een ar ee 8,171 6,978 15,149 
Ausbeute der Oxalsiure in bezug auf 

verbrauchte Bernsteinsaiure in % . -— 75,75 


Wahrend 20 Tagen wurde die Bernsteinsiiure vollstandig ver- 
braucht, wobei sich Oxalsiure in betriichtlichen Mengen anhaufte. 
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Daraus ergibt sich, daB Aspergillus niger die Umwandlung der Bern- 
steinsiure in Oxalsiure sehr leicht zustande bringen kann, und 
man stéBt dieserseits nicht auf Hindernisse, die Bernsteinsiure als 
Zwischenglied beim Ubergang von Essigsaure in Oxalsiure anzunehmen. 
Wenn das wirklich der Fall ist, so kommt die Umwandlung der Essig- 
siure bei den Mucoraceen und Aspergillus niger auf demselben Wege 
zustande. Bei den ersteren hauft sich aber die Bernsteinsiure in 
verhaltnismaBig gréBeren Mengen als bei dem letzteren an, da dieser 
die Bernsteinsaiure leichter weiter bis zu Oxalsiure oxydieren kann. 
Infolgedessen laBt sich die Bernsteinsiure in den Kulturen von Asper- 
gillus niger nur temporiar in geringer Menge nachweisen. 

Fiir Aspergillus oryzae waren die Ergebnisse denen fiir Aspergillus 
niger analog, nur ging die Umwandlung der Essigsiiure wie der Bern- 
steinsiure in Oxalsiure mit etwas geringerer Geschwindigkeit vor sich, 
und die Bernsteinséure lie sich in den Versuchen mit Essigsiure 
gar nicht oder nur in Spuren nachweisen. 

Die betreffenden Versuche mit Aspergillus oryzae wurden ebenso 
wie die mit Aspergillus niger angestellt. 


Versuchsreihe 9. 
Einwirkung der Decken von Aspergillus oryzae auf Essigsaure. 
Die sich auf diese Versuchsreihe beziehenden Angaben werden 
in der Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 





TE soa et ot 6a eS 1 2 3 4 5 6 
Dawer der Versuche ...6..s-cc2cs- 18 Tage 30 Tage 





je 4,5¢ Essig- | /® “a je 4,5@ Essig- 
Zusammensetzung der Versuchslisungen siure + je l0g to te ot siure + je 10g 
‘oe (* mit Nag O3 ‘eo ft 
CaOs we Stink CaCO; 
‘ neutralisiert ‘ 


1,575 1,605 1,540 | 1,875 | 1,721 1,632 





Pilzdeckengewicht in g +--+: -: - 
| 3,180 2,915 8,353 

Unverbraucht gebliebene Essigsiure 

RE Coney ae ee ike ae eae ae 5,572 0,679 3,140 
Verbrauchte Essigsaure ing. . . 3,428 8,321 5,860 
OO ce Sn ke nicht oder nur in Spuren vorhanden 
oe eee ra eae 0,590 4,846 0,817 
Ausbeute der Oxalsiure in bezug 

auf yerbrauchte Essigsaure in % 17,2 58,2 14,0 


Besonders viel Oxalsiure wurde auch hier, wie in der Versuchs- 
reihe mit Aspergillus niger, bei den Versuchen nachgewiesen, in denen 
Bernsteinsiure als Na-Salz angewandt wurde. In diesem Falle wurde 
auch mehr Bernsteinsiure im Vergleich zu den Versuchen mit Ca- 
Carbonat verbraucht. 
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Versuchsrethe 10. 
Kinwirkung der Decken von Aspergillus oryzae auf 
Bernsteinsaure. 
Die zu dieser Versuchsreihe gehérenden Angaben werden in der 


labelle LX angefiihrt. Tabelle 1X. 





ee ee ee a 1 2 
Dauer der Versuche ......... ; ° 4) Tage Insgesamt 
ee iediheaiies dim siiatcaiinil tateiis je 10g Bernsteinsaure 20 ¢ Bernstein- 
Zusammensetzung der Versuchslisung mit Nay CO, neutralisiert pha 
Pilzdeckengewicht ing ...... 2,115 2,075 4,220 
Unverbraucht gebliebene Bernstein- 

ke SS hor 1,408 2,060 3,468 
Verbrauchte Bernsteinsaure in g . . 8,592 7,940 16,532 
I rs ee ee 5,543 5.675 ° 11,218 
Ausbeute der Oxalsiure in bezug auf 

verbrauchte Bernsteinsaure in % . ~ - 67,85 


Die Ausbeuten der Oxalsiure waren in dieser Versuchsreihe wie 
auch in der vorigen bei den Versuchen mit dem Na-Salz der Essigsaure 
etwas niedriger als bei den entsprechenden Versuchen mit Aspergillus 
niger. Das wurde offenbar dadurch bedingt, daB Aspergillus oryzae 
in gréBerem Umfang als Aspergillus niger die Fahigkeit besitzt, organische 
Sauren aus ihren Salzen zu verbrauchen und die Reaktion der Lésung 
zur alkalischen Seite zu verschieben!. 


Zusammenfassung. 

Die in dieser Mitteilung angefiihrten Ergebnisse hinsichtlich 
der Anhaufung der Bernstein- und Fumarsaure in den Zuckerkulturen 
von Mucor stolonifer bestatigen die betreffenden Ergebnisse unserer 
friiheren Versuche und zeigen, daB dabei ein starkes Vorherrschen 
der letzteren zur Geltung kommt, und daB die verhaltnismibige Menge 
der Bernsteinsiure nur 10 bis 13°, des Siaurengemenges _ betrigt. 

Auf Essigsiiure hiuft Mucor stolonifer, wie das sowohl die neueren 
als auch die fritheren Versuche feststellen, vorwiegend Berrsteinséure 
an, indem diese fast 80°,, und Fumarsaure nar etwa 20°,, der Gesamt- 
menge von atherléslichen Sauren betragt. 

Bei der Einwirkung der Pilzdecken auf Essigsiure und Zucker zu- 
sammen sind die entsprechenden Werte gleich etwa 26 und 74",,. Nach 
der diesbeziiglichen Berechnung scheint die Gegenwart von Zucker eine 
verhaltnismaBige Steigerung der aus der Essigsiure entstehenden Fumar- 
siuremenge hervorzubringen. Die endgiiltige Feststellung der betreffen- 
den Einwirkung des Zuckers bedarf aber noch erginzender Versuche 


1 Vogl. dariiber Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922 (Versuche 7 
und 8); 145, 442, (449), 1924. 
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Verfolgt man den zeitlichen Verlauf der Anhéufung der Bernstein- 
und Fumarsaure bei der Einwirkung der Pilzdecken auf Essigsiure, 
so laBt sich eine allmahliche Zunahme der Siurenausbeute in bezug auf 
verbrauchte Essigsiure nachweisen, was wahrscheinlich mit dem 
Sinken des Verbrauchs der sich aus dieser bildenden Sauren in Zu- 
sammenhang steht. 

Bei langdauernder Einwirkung der Pilzdecken auf Essigsaure 
wies man neben Bernstein- und Fumarsiure auch Oxalsiure in ziemlich 
betrachtlicher Menge nach. 

Bei den vergleichenden Versuchen iiber die Kinwirkung der Pilz- 
decken auf Bernsteinsiure und Zucker zusammen und auf dieselben 
Verbindungen fiir sich allein wurde eine viel reichlichere Anhaiufung der 
Fumarsaure im ersteren Falle als in den zwei letzteren nachgewiesen. 
Diese Erscheinung legt die Vermutung nahe, daB der Ubergang von 
Bernsteinsdiure in Fumarsiure durch Gegenwart von Zucker beférdert 
wird. Ist das der Fall, so la8t sich dadurch auch die Tatsache erkliren, 
daB sich die Fumarsaiure in den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer 
in vorherrschender Menge anhauft. 

In der soeben erérterten Versuchsreihe hiufte sich die Oxalsiure 
in betrachtlicher Menge nur bei den Versuchen mit Bernsteinsaure allein 
an. Versetzte man diese mit Zucker, so wurde die Anhiufung der Oxal- 
sdure viel geringer, und auf Zucker allein lieB sie sich nur in Spuren 
nachweisen. Der Zucker stellte also an und fiir sich eine schlechte 
Quelle zur Bildung der Oxalsdure dar und verminderte auch stark 
ihre Bildung und Anhiufung auf Bernsteinsaéure. 

Bei der Einwirkung der Decken von Mucor mucedo auf Essigsiure 
(mit Ca-Carbonat) fand eine bedeutende Anhaufung von Bernstein- und 
Oxalsaure statt. 

Bei der nicht zu lange dauernden Einwirkung der Decken von 
Aspergillus niger auf Essigsiure, die als Ca- oder Na-Salz angewandt 
worden war, lieB sich auBer Oxalsiure auch Bernsteinsaure in gewisser 
Menge nachweisen. 

Aus den Versuchen mit Bernsteinsaure ergibt sich, da} Aspergillus 
niger diese sehr leicht in Oxalsiure verwandeln kann. 

Fiir Aspergillus oryzae waren die Ergebnisse der Versuche denen 
fiir Aspergillus niger analog, nur ging die Umwandlung der Essigsiure 
wie der Bernsteinsiure in Oxalsaiure mit etwas geringerer Geschwindig- 
keit vor sich, und die Bernsteinsiéure lieB sich in den Versuchen mit 
Essigséure gar nicht oder nur in Spuren nachweisen. 

Die vorliegenden Tatsachen legen die Vermutung nahe, daB die 
Bernsteinsiure als Zwischenglied beim Ubergang von Essigsiure in 
Oxalsiure fungieren kann. 























Uber die Umwandlung des Athylalkohols in den Kulturen 
Yon Mucor stolonifer. 


Von 
WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff. 


(Aus dem Timirjazeff-Forschungsinstitut, Moskau.) 
(Eingegangen am 2. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei unseren vorigen Versuchen mit den Zuckerkulturen von 
Mucor stolonifer! lieB sich ein Zuwachs der Fumarsiaure nachweisen, 
nachdem der Zucker schon vollstandig verbraucht worden war. 
Diese Erscheinung wurde ziemlich regelmabig in mehreren Versuchen 
beobachtet und konnte deshalb nicht den zufalligen Schwankungen 
in den einzelnen Kulturen beigemessen werden. Die nach dem Verbrauch 
des Zuckers fortschreitende Anhaufung der Fumarsiure mubte 
darauf hinweisen, dafi in den Pilzkulturen gewisse Produkte ent- 
standen und sich anhauften, die als eine Quelle zur Bildung der Saure 
dienen konnten. 


Da sich Athylalkohol in den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer 
stets in betrachtlicher Menge bildet und anhauft, so trat natiirlich die 
Frage nach der Beziehung dieses Produktes der Zuckerumwandlung 
zur Fumarsaure in den Vordergrund des Interesses. Die Erforschung 
dieser Zusammenhinge bildet den Gegenstand der weiter unten be- 
schriebenen Versuche. 


Da sich Mucor stolonifer in den Kulturen mit Athylalkohol als 
alleinige Kohlenstoffquelle ziemlich langsam entwickelte, so wurden 
die meisten diesbeziiglichen Versuche mit den vorher auf Invertzucker 
und Pepton aufgezogenen Pilzdecken ausgefiihrt. 


1 WLS. Butkewitsch und M.W. Fedoroff, diese Zeitschr. 206, 440, 
1929, Versuche 4 und 5. 
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Versuche tiber die Einwirkung von vorher aufgezogenen Pilzdecken auf 
Alkohol. 

Die zu den Versuchen gebrauchten Pilzdecken wurden im Thermo- 

staten bei 30° auf einer Nahrlésung von folgender Zusammensetzung 


aufgezogen. 
NE ka a he ae a ee 
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Nachdem sich geniigend starke Pilzdecken entwickelt hatten, 
wurden die Kulturfliissigkeiten abgegossen und die Pilzdecken wiederholt 
mit 1°,iger NaCl-Lésung abgespiilt. Darauf wurden den Decken die 
Versuchslésungen zugesetzt, die auBer Alkohol die iiblichen oben an- 
gegebenen Nahrsalze und etwas Ammoniumnitrat enthielten, und zwar 
0.2%, KH,PO,, 0.3°, NaCl, 0,01°, MgSO, und 0.05°,, NH,NO,. 


Versuchsreihe 1. 


Die bei dieser Versuchsreihe angewandten zwei Pilzdecken wurden 
auf je 250 ccm der iiblichen Nahrlésung aufgezogen, und man ersetzte die 
Kulturfliissigkeit mit denselben Mengen der Versuchslésung, die 2°, 
Alkohol enthielten. AuGBerdem wurden den Lésungen je 10 g Ca-Carbonat 
zugesetzt. Darauf lie} man die Decken mit den Versuchslésungen im 
Thermostaten bei 28 bis 30° wahrend 12 Tagen stehen. Dahei wiesen die 
Decken einen bedeutenden Zuwachs auf. 

Die Ergebnisse der Kulturanalysen werden in der Tabelle 1 zusammen- 
gestellt. 

Tabelle I 








Kulturen : 1 2 
Piledeck ve | 0,620 0,710 
izdeckengewicht in Ea ea ey ae ee ae 
“pretiegs 1,330 
Unverbraucht gebliebener Alkohol ing ... . 0 0 
Ca-Gehalt der analysierten Flissigkeit in g. . . 0,321 
Fumarsaure nach Ca berechnet in g . . 0,931 
Gesamtmenge von atherléslichen Sauren (Fumar- 
und Bernsteinsaure) ing ......... 0,920 


Die aus der mit Schwefelsiure angesiuerten Versuchsflissigkeit 
durch Extrahieren mit Ather ausgeschiedenen Sauren bildeten ein 
Gemenge von Fumar- und Bernsteinsaure. 


Beim ‘Titrieren dieses Gemenges mit Natronlauge wurden 21,42 ccm 
n/10 NaOH-Lésung auf 0,1259 g verbraucht. Auf Fumar- bzw. Bernstein- 
saiure berechnet, miiten 21,70 bzw. 21,34 cem verbraucht werden. Die 
Schmelzpunktbestimmung ergab gegen 270,3°. 
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Der Gehalt des Gemenges an Fumarsiure wurde durch Titrieren 
mit Permanganatlésung bestimmt!. Nach dieser Bestimmung enthielt 
das untersuchte Gemenge etwa 70°,, Fumarsiiure und 30°, Bernstein- 
saure. Die Gesamtmenge der Sauren betrug im gegebenen Falle bei- 
nahe 10°,, des verbrauchten Alkohols. 

Aus den Ergebnissen dieser Versuchsreihe geht also hervor, dab 
Alkohol bei der Einwirkung von Mucor stolonifer der gleichen Um- 
wandlung wie Essigsiure unter Bildung von Bernstein- und Fumar- 
sdure unterworfen werden kann. 

Da Mucor stolonifer nur einen verhaltnismaéBig geringen Gehalt der 
Lésung an Alkohol vertragen kann, so wurde dieser in der weiter unten 
folgenden Versuchsreihe der Versuchslésung nach und nach portionsweise 
zugesetzt. 

Versuchsreihe 2. : 

Zu den Versuchen wurden zwei Pilzdecken gebraucht, die ebenso wie 
in der vorigen Versuchsreihe aufgezogen worden waren. Jeder Decke 
wurden 250 cem Versuchslésung und 10g Ca-Carbonat zugesetzt, und 
in jede Lésung fiigte man wahrend des Versuchs portionsweise folgende 
Mengen Alkohol hinzu. 


Zu Anfang des Versuchs ....5 g 

Pe ee RS at Se ES , 
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Die Versuche dauerten 40 Tage bei einer Temperatur von etwa 30°, und 
ihre Ergebnisse werden in der Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle I] 





Kulturen : 1 2 Insgesamt 

Pilzdeckengewicht in g . ; 2,785 2.900 5,685 
Unverbraucht gebliebener Alkohol in g. , 0.8 0,6 . 14 
Ca-Gehalt der analysierten Lisung in g . 0,720 0,673 1,393 
Fumarsaure nach Ca berechnet in g . . 2,088 1,952 4.040 
Gesamtmenge von 4atherléslichen Sauren 

(Fumar- und Bernsteinsaure) ing. . . 2,037 1,958 3,995 
Oxalsaure (als Ca-Oxalat in dem in Wasser 

unidslichen Riickstand) ing. ..... 1,523 1,385 2,908 


In dieser Versuchsreihe betrug die Ausbeute der atherléslichen 
Sauren in bezug auf verbrauchten Alkohol (35,8 g) mehr als 10°... Das 
aus dem Atherextrakt erhaltene Gemenge der Siuren, wie durch Titrieren 
mit Permanganat festgestellt wurde, enthielt etwa 75°, Fumarsiure 
und 25°, Bernsteinsaure. 


1 Vgl. WI. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 
302 (311), 1929. 
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Beim Titrieren des durch Atherextraktion ausgeschiedenen Séuren- 
gemenges mit Natronlauge wurden 9,33ccm n/10 NaOQH-Lésung auf 
0,0548 g verbraucht. Auf Fumar- bzw. Bernsteinséure berechnet, miifiten 
9,45 bzw. 9,28ccm verbraucht werden. Die Schmelzpunktbestimmung 
desselben Gemenges ergab gegen 276°. 

Beim Titrieren mit Permanganat wurden 40,5 cem n/30 Permanganat- 
lésung auf 0,0923 ¢ Saéurengemenge verbraucht, was 0,0729 g¢ Fumarsiure 
entspricht. 

Die in dem Saéurengemenge vorhandene Fumar- und Bernstein- 
siure wurden voneinander durch wiederholtes Extrahieren der wiisse- 
rigen Lisung der Siuren mit Ather abgetrennt und durch Titrieren 
mit n/l0 NaOQH-Lésung und Schmelzpunktbestimmung identifiziert. 


Beim Titrieren der aus dem Atherextrakt erhaltenen Fumarsaure 
wurden 31,50cem n/10 NaOH-Lésung auf 0,1846g verbraucht. Nach 
Berechnung auf Fumarséure miiften 31,83 ccm verbraucht werden. Die 
Schmelzpunktbestimmung ergab gegen 278°. 

Die Menge der in der wasserigen Lésung gebliebenen Saéure betrug bei- 
nahe 0,8 g. Auf 0,0687 g dieser Siure wurden 11,8 cem n/10 NaOH-Lésung 
beim Titrieren verbraucht. Derselben Menge Bernsteinséure entsprechen 
11,64 cem n/10 NaOH. Die Saéure schmolz bei 184,5°. 


In diesen Versuchen, wie aus der oben angefiihrten Tabelle er- 
sichtlich ist, wurde auch Oxalsiure in betriachtlichen Mengen nach- 
gewiesen, die sich als Ca-Salz in dem in Wasser unléslichen Riickstand 
befand!. 


AuBer den oben beschriebenen Versuchen mit vorher aufgezogenen 
Pilzdecken wurden auch Versuche mit den Pilzkulturen auf Alkohol 
angestellt. 


Versuche iiber Bildung von Fumar- und Bernsteinsiure in den Pilzdecken 
auf Alkohol. 


Versuchsrethe 3. 


Bei dieser Versuchsreihe wurde anfangs eine Nahrlésung angewanct, 
die 2% Alkohol, 0,05% NH,NOs, die iiblichen Salze und Ca-Carbonat 
enthielt. Da der Pilz lange Zeit keine Entwicklung auf der Nahrlésung 
mit Alkohol allein zeigte*, so setzte man der Lésung 0,2% Invertzucker 
zu. Darauf entwickelten sich ziemlich schwache Pilzdecken, und nach 
3 Wochen lieBen sich Fumar- und Bernsteinséiure in den Kulturen nach- 
weisen. 


1 In den iibrigen Versuchen priifte man den unléslichen Riickstand 
der Kulturen auf diese Saure nicht. 

2 Nach Ehrlich (diese Zeitschr. 86, 477, 1911) ist Mucor stolonifer wie 
auch andere Schimmelpilze und Kahmbhefe befahigt, auf Athylalkohol 
mit Aminoséuren als Stickstoffquelle zu gedeihen. Die Verzégerung in der 
Entwicklung des Pilzes auf Alkohol bei unseren Versuchen wurde wahr- 
scheinlich dadurch bedingt, da Ca-Carbonat der Nahrlésung zugesetzt 
worden war. 
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Die Analyse der beiden Kulturen, die je 250 cem der Nahrlésung oben 
angegebener Zusammensetzung enthielten, gab folgende Resultate. 


Tabelle Ill. 








Kulturen 1 2 
, ors 0.610 0,620 
Pilzdeckengewicht in g . : 
| 1,230 
Unverbraucht gebliebener Alkohol ing ... . 1.250 
Gesamtmenge von atherlislichen Sauren (kumar- 
und Bernsteinsiure) ing .........6. 0.540 


Die der Nahrlésung der Kulturen zugesetzten kleinen Mengen 
Zucker wurden sicher fiir die Entwicklung der Pilzdecken verbraucht, 
und die Bildung der Sauren ist auf Kosten des Alkohols zuriickzufiihren. 
Die Ausbeute der Sauren in bezug auf den verbrauchten Alkohol (8,75 g) 


betrug hier beinahe 7°... 


Nachdem der Ubergang von Alkohol in Bernstein- und Fumarsaure 
unter Einwirkung von Mucor stolonifer durch die oben angefiihrten 
Versuche ganz sicher festgestellt worden war, wurde ein Versuch gemacht, 
das Schicksal des Alkohols in den Zuckerkulturen desselben Pilzes zu 
verfolgen, in denen sich Alkohol stets in betrachtlicher Menge bildet 
und anhauft. AuBer dem Alkohol und den atherléslichen Saiuren wurde 
auch Kohlenséure bei den diesbeziiglichen Versuchen bestimmt. 


Anhiaufung und Umwandlung des Alkohols in den Zuckerkulturen. 
Versuchsreihe 4. 

Bei dieser Versuchsreihe wurde die Fahigkeit von Mucor stolonifer, 
Alkohol in den Zuckerkulturen anzuhaufen, gepriift. 

Hier wurden zwei Kulturen auf der Nahrlésung aufgestellt, die 10%, 
Invertzucker, 1°, Pepton und das iibliche Salzgemenge enthielt. Fi 
jede Kultur wurden 250 cem dieser Lésung angewandt. 

Nachdem man die Kulturen im Thermostaten bei 28 bis 30° wahrend 
30 Tagen stehengelassen hatte, wurde der Gehalt der Kulturfliissigkeiten 
an Alkohol nach dem iiblichen Verfahren pyknometrisch bestimmt. 

Die Kulturfliissigkeiten von beiden Kulturen insgesamt enthielten 
9,610 g Alkohol, was in bezug auf das urspriingliche Volumen der Nahr- 
lésung 1,92°,, betrug. 

Nach seinen Versuchen mit Mucor stolonifer gibt Brefeld an, 
daB bei diesem der Gehalt der Kulturfliissigkeit an Alkohol etwa 1,3°,, 
erreichen kann!. Jn einem unserer friiheren Versuche, wo die 24tigigen 
Zuckerkulturen mit Ca-Carbonat vorhanden waren, wurden 6,25 g 
Alkohol auf 500 cem Nahrlésung gefunden, was in bezug auf diese nur 
etwa 1°, ausmacht?. Es ist selbstverstandlich, daB die Werte fiir den 


1 Brefeld, Landw. Jahrb. 5, 281. 1876. 
2 Butkewitsch und Fedoroff, diese Zeitschr. 206, 440, 1929, Versuch 1. 
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Alkoholgehalt der Kulturen desselben Pilzes gemaf den Versuchs- 
bedingungen stark variieren kénnen. Wie sich aus den weiter unten 
folgenden Versuchen ergibt, kann der Gehalt der Kulturfliissigkeit an 
Alkohol bei Mucor stolonifer, besonders unter anaeroben Bedingungen, 
auch viel héhere Werte im Vergleich zu den oben angegebenen er- 
reichen. 
Versuchsreihe 5. 

Bei dieser Versuchsreihe wurde eine Néhrlésung von folgender Zu- 

sammensetzung angewandt : 


Invertzucker. ...... 10% 
Ceeepemes os ce * 6 e- OIG 
SS” 2 re a © be 
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Auf dieser Naéhrlésung wurden acht Kulturen in groben Bunsenschen 
Kolben mit Seitentubus aufgestellt. Sechs Kulturen enthielten je 500 ccm 
und zwei je 400ccm der Lésung, und je 25g Ca-Carbonat wurden jeder 
Kultur zugesetzt. Im Anfang des Versuchs lief} man kohlenséurefreie Luft 
durch alle Kulturen wahrend 11 Tagen durchstrémen, wobei die in den 
Kulturen entweichende Kohlensiure durch Absorption mit titrierter 
Bariumhydroxydlésung bestimmt wurde. Am 12. Tage nach der Impfung 
wurden zwei Kulturen der Analyse unterzogen. Von den iibrigen Kulturen 
wurden zwei unter denselben Bedingungen wie friiher (Luftdurchstr6mung 
und Kohlenséurebestimmung) gelassen und vier durch Absperrung mit Queck- 
silber von der AuGenluft isoliert. Diese letzteren blieben unter anaeroben 
Bedingungen bis zum Schlu des Versuchs. Die Gesamtdauer der Versuche 
wird in der Tabelle 1V angegeben, in der auch die Ergebnisse der Analyse 
zusammengestellt werden. Alle Kulturen blieben bei Zimmertemperatur, 
die sich wahrend der ersten 2Wochen in der Nahe von 25° hielt und darauf 
zwischen 20 und 22° schwankte. 


Tabelle IV. Kulturen unter aeroben Bedingungen. 

















ef Se ee er rer ae ee 1 2 3 4 
Gesamtmenge der Nahrlésung in cm ne — a , we je 500 py “je 400 
Gesamtmenge des Zuckers ing .........-. je 5O je 46 
OU Gr ee cee ett eae ewe 11 Tage 42 Tage 
‘ $ { 2,750 | 2,215 3,270 = 3,095 
Pilzdeckengewicht in g — — 
| 2.483 3,183 
‘ j 12,022 12,743 19,567 | 21,321 
Kohlensiure in g - , - 
| 12,383 20,444 
U b bt gebliche eae { 13,50 | 12,59 0 0 
nvervrauch edlebdener ucker in 
. | 13,00 ee 
: | 9.475 | 10,000 0 0 
Alkohol in g- - +> +--+: > x — —— 
| 9.738 — 


Atherlésliche Sauren (vorwiegend Fumar- | 3,332 2,928 2,807 | 2,460 





I 2 ak hs ee ew 3.130 . 2.634 














Umwandlung von Athylalkohol durch Mucor stolonifer. 109 


Kulturen unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 




















es ee LS 6%. b & Boo 0608 dk wD oa n 6 7 s 
Gesamtmenge der Nahrlisung in ecem ...... ‘ je 500 
Gesamtmenge des Zuckers ing ......... ; je 0 
Daner Ger Kulturem, aerob.....-.2scs8c2e-s 11 Tage 
Dauer der Kulturen, amaerob. ....... eo 31 Tage 61 Tage 
. : : { 2,455 2.695 2,155 2.75 
Pilzdeckengewicht in g . _— 
| 2,575 2,430 
; | 12,146 9.897 9,142 9,872 
Kohlensiure unter aeroben Bedingungen in g —— 
11,022 9.507 
Unverbraucht gebliebener Zucker (nach Ber- | 1,50 1,28 1,16 1,28 
Wand) MG 2. . secre we eee of 1.54 1.22 
: { 15.753 14,294 - 18,750 | 18,450 
Alkohol in ee ee ee ee ee eee ee ae - 
\ 15,024 18,690 
{ O918 0,77 0,698 0,689 
Ca-Gehalt der Lésung in ¢g . - ‘ 
| 0,845 0,694 


Fumarsiure nach Ca-Gehalt der Lésung be- 
TY Eee eee 2.450 2,013 


Atherlosliche Sauren (vorwiegend Fumar- | 2,556 2,096 1,985 1,529 
Ss OE 4 Ridrs 6-3 4 Rk 8 oe oF 2 396 1.907 





Der Alkohol wurde aus den Kulturfliissigkeiten abdestilliert und 
nach dem iiblichen Verfahren pyknometrisch bestimmt. 

Die durch Extraktion mit Ather ausgeschiedenen Sauren bildeten 
ein Gemenge von Fumar- und Bernsteinsaiure, wobei die erstere in 
stark vorwiegender Menge vorkam. 

Beim Titrieren des Saurengemenges mit Natronlauge wurden 22,3 cem 
n/10 NaOH-Lésung auf 0,1286 g verbraucht. Nach Berechnung auf Fumar- 
saure miiBten 22,17 cem verbraucht werden. Die Schmelzpunktbestimmung 
ergab gegen 281,5°. Fumarséure schmilzt bei 287°. ; 

Bei den aeroben Versuchen wurde ein kohlensiurefreier Luftstrom 
liber die Kulturen geleitet und die mit diesem entweichende Kohlen- 
saure mit titrierter Barytlésung absorbiert und bestimmt. Dabei er- 
mittelte man die Gesamtmenge der Kohlenséure, die nicht nur durch 
die Umwandlung des Zuckers und der von diesem herstammenden 
Produkte, sondern auch unter der Einwirkung der sich in den Kulturen 
anhaufenden Sauren auf das Ca-Carbonat entstand. Am SchluB des 
Versuchs bestimmte man aber auch die Kohlensiure des Ca-Carbonats, 


das in den Kulturen noch unverbraucht geblieben war. Dazu wurde 
Schwefelsiure den Kulturen im UberschuB zugesetzt und die Menge 
der dabei ausgeschiedenen Kohlensiure bestimmt. Da das Ca-Carbonat 
den Kulturen urspriinglich in bestimmten, abgewogenen Mengen zu- 
gesetzt worden war, so lie} sich auch die Menge der aus dem Carbonat 
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wahrend des Versuchs ausgeschiedenen Kohlensiure berechnen und von 
der Gesamtmenge der in den Kulturen entwichenen und mit Baryt 
absorbierten Kohlensiure abziehen. Die auf diese Weise erhaltenen 
Werte werden in der Tabelle IV fiir die aeroben Kulturen angegeben, 
und sie stellen also die Kohlensaure dar, die unmittelbar durch die Um- 
wandlung des Zuckers und der aus diesem gebildeten Produkte entstand. 
Was die Menge der Kohlensiure betrifft, die direkt durch Ab- 
sorption mit Baryt bestimmt wurde, so werden die diesbeziiglichen 
Werte fiir die aeroben Kulturen 3 und 4 in der Tabelle V zusammen- 
gestellt. Die in der Tabelle angegebenen Kohlensiuremengen ent- 
sprechen den nacheinander folgenden zweitagigen Zeitriumen. 


Tabelle V. 








Zweitigige Kohlensaure in g Aweitagige Kohlensaure in g 
aeemeaaes } Kultur 3 Kultur 4 ae Kultur 3 Kultur 4 
1 0,795 0,634 12 0,374 0,385 
2 1,190 0,968 13 0,352 0,446 
3 1,990 1,568 14 0,358 0,504 
4 2,149 2,149 15 0,385 0,497 
5 2,772 2,343 16 0,353 0,427 
6 1,442 1,496 17 0,320 0,356 
7 1,122 1,309 18 0,335 0,912 
8 1,166 0,934 19 0,550 1,468 
9 0,770 0,745 20 0,768 1,291 
10 0,792 1,956 21 0,986 1,114 
11 0,583 0,721 


Bei der Bestimmung der Kohlensiure wurden keine Mabregeln 
ergriffen, um die GleichmaBigkeit des iiber die Kulturen hingeleiteten 
Luftstroms wahrend des Versuchs sicherzustellen. Durch diesen Umstand 
wie auch durch die Unbestandigkeit der Temperaturbedingungen kénnen 
gewisse unregelmaibige Schwankungen in den Kohlensiuremengen 
bedingt werden, die in der Tabelle angefiihrt sind. Unabhingig von 
diesen Schwankungen lassen sich aber ganz bestimmt auch zwei Maxima 
feststellen, von denen das eine auf den 10. Tag und das andere etwa auf 
den 40. Tag fallt. Diese Besonderheit, die auf der Kurve der Abb. 1 
deutlich hervortritt, ist nicht zufallig, da sie nicht nur in diesem, 
sondern auch im weiter unten folgenden Versuche zum Vorschein 
kommt. Die wahrscheinliche Ursache dieser Erscheinung wird spater 
besprochen werden. 

Wie aus den in der Tabelle IV angefiihrten Ergebnissen ersichtlich 
ist, hauft sich Alkohol in betrachtlicher Menge in den Zuckerkulturen 
‘von Mucor stolonifer auch unter aeroben Bedingungen an. Am 12. Tage 
der Entwicklung des Pilzes betrug der Gehalt der Nahrlésung an Alkohol 
fast 2°, und unter anaeroben Bedingungen erreichte sein Gehalt 
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mehr als 3,5°%. In den langdauernden aeroben Kulturen wurde der 
sich anfangs anhaiufende Alkohol nach Verbrauch des Zuckers auch 
ganz verbraucht. Unter anaeroben Bedingungen wurde der Zucker, 
wie sich aus dem Verhaltnis zwischen verbrauchtem Zucker und ge- 
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bildetem Alkohol ergibt, der tiblichen alkoholischen Garung ausgesetzt', 
wobei der sich bildende Alkoho] keine weitere Umwandlung zu erleiden 
scheint und sich auch in den langdauernden anaeroben Kulturen 
intakt erhalt. 

Was die Umwandlung des sich aus Zucker bildenden Alkohols 
in Bernstein- und Fumarsaure betrifft, so erlauben die hier erérterten 
Versuche keinen sicheren SchluB dariiber zu ziehen. Die 42tagigen 
aeroben Kulturen sind dazu nach ihrer langen Dauer nicht ganz ge- 
eignet, da diese Kulturen weder Zucker noch Alkohol enthielten 
und die in ihnen gespeicherten Siuren wahrscheinlich auch zum Teil 
durch den Pilz verzehrt wurden. Die Verzehrung mubte besonders 
nach dem Verbrauch des Zuckers und Alkohols zur Geltung kommen, 
und damit scheint der ziemlich niedrige Gehalt der Kulturen an diesen 
Sauren in Zusammenhang zu stehen. 

1 Aus der Zusammenstellung der Analysenergebnisse, die sich auf die 
Kulturen 1, 2 und 5, 6 beziehen, ergibt sich, dali 5,3 g Alkohol in den 
letzteren unter anaeroben Bedingungen auf 10,5 g verbrauchten Zuckers 
entstanden. Also betrug die Ausbeute des Alkohols in bezug auf den ver- 
brauchten Zucker etwa 50%, was dem Verhaltnis bei der typischen Alkohol- 
girung beinahe entspricht. 

Die Kulturen 7 und 8 lassen sich nicht mit den Kulturen 1 und 2 
zusammenstellen, um die Alkoholausbeute in bezug auf Zucker unter an- 
aeroben Bedingungen festzustellen, da die ersteren nach 11 Tagen aerober 
Kultur wahrscheinlich mehr Zucker als die letzteren enthielten. Das ergibt 
sich aus dem Vergleich der in den aeroben Kulturen produzierten Kohlen- 
séuremengen. Diese sind fiir die Kulturen 1 und 2 betrachtlich héher als 
fiir die Kulturen 7 und 8. 
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Zugunsten der Bildung der Sauren auf Kosten des Alkohols in 
den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer sprechen aber mit gréBerer 
Bestimmtheit die weiter folgenden Versuche. 


Versuchsrethe 6. 

Die Versuche dieser Reihe wurden ebenso wie die der vorigen Reihe 4 
durchgefiihrt, wozu vier Kulturen auf einer Nahrlésung von derselben Zu- 
sammensetzung angewandt wurden. Alle Kulturen blieben wahrend des 
Versuchs unter aeroben Bedingungen, indem man kohlenséurefreie Luft 
fortdauernd iiber die Kulturen durchstrémen lieB. Die in den Kulturen 
produzierte Kohlenséiure wurde dabei mit Baryt absorbiert und bestimmt. 

Die Zimmertemperatur, bei der der Versuch angestellt wurde, hielt 
sich wahrend der ersten 4 Wochen des Versuchs gegen 20 bis 22° und darauf 
schwankte sie zwischen 24 und 26°. 

Die Dauer der Kulturen und die Mengen der angewandten Nahrlésung 
werden in der Tabelle VI angegeben, wo auch die Ergebnisse der Analyse 
zusammengestellt werden. 


Tabelle VI. 











ey Me IE co ow a ey ee 6 Sy ee 0 ee 1 2 3 4 
Menge der Nahrlésung in a. a Crea a> ee 500 =f 400 500 400 
Zuckergehalt der Nihrljsungen .......... je 10°%/, 
Dauer der Kulturen ..............+..i #488Tage || 62 Tage 
4 : ; { 1,950 | 1,895 2,375 1,910 
Piladeckengewicht in g -- +--+ ++: > 
\ 1,923 2,143 
= y { 21,3879 15,778 36,034 24,877 
Kohlenséure in g++ - + +--+ +++ +s _ —- 
18,579 30,455 
* ; ; | 1,66 0 0 0 
Unverbraucht gebliebener Zucker in g a 
\ 0,83 - 
Alkohol 11,200 8,276 0 0 
Alkoho P septlinnaiai teeadaieotaie” 
9,738 — 
Essigsa 4 | 0,213 0,250 0 0 
(ssigsaure in canst, pees 
° ‘ | 0.232 — 


Atherlisliche Sauren (vorwiegend Fumar- | 4,391 3,770 4,840 4,715 
oo BIE ees ar ear 4,080 4.778 





Die in der Tabelle VI fiir Kohlensiure angegebenen Werte bedeuten 
die in den Kulturen wihrend des Versuchs produzierten Gesamtmengen 
von Kohlendioxyd, die, wie in der vorigen Versuchsreihe, durch Elimi- 
nation der vom Ca-Carbonat stammenden Kohlendioxydmengen 
korrigiert sind. 


Nachdem die Kohlenséiure des unverbraucht gebliebenen Ca- 
Carbonats am SchluB des Versuchs in den Kulturen bestimmt worden 
war, unterwarf man die mit Schwefelsiure angesiuerte Kulturfliissigkeit 
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der Destillation. Das Destillat von den 32tagigen Kulturen enthielt 
Alkohol und Essigsiure, die nach den iiblichen Verfahren bestimmt 
wurden. In den langdauernden 52tagigen Kulturen fehlten aber diese 
Produkte schon gianzlich. 

Was die Sauren betrifft, die aus der der Destillation unterworfenen 
Kulturfliissigkeit durch Behandlung dieser mit Ather gewonnen wurden, 
so war ihr Gehalt in den 52tigigen Kulturen bedeutend héher als in 
den 32tagigen, obwohl der Zucker in diesen schon vollstandig oder fast 
volistandig erschépft worden war. Die Sauren bildeten sich also offenbar 
auf Kosten der Produkte der Zuckerumwandlung, die sich in den Kulturen 
anhauften und darauf zur Bildung der Siuren verbraucht wurden, und 
die vorliegenden Ergebnisse sprechen dafiir, daB8 Alkohol und Essig- 
siure als solche intermediar entstehenden Produkte fungieren konnten. 
Darin findet eine Erklarung die von uns auch bei den vorigen Versuchen 
mehrmals beobachtete Tatsache, da der Gehalt der Kulturen an 
Fumarsaure auch nach vollstéindigem Verbrauch des Zuckers fort- 
dauernd ansteigt. 

Bei diesen Versuchen, wie bei der vorigen Versuchsteihe 4, haufte 
sich Alkohol in den aeroben Zuckerkulturen von Mucor stolonifer 
anfangs in betrachtlichen Mengen an. In den 32tagigen Kulturen er- 
reichte der Gehalt der Nahrlésung an Alkohol mehr als 2°,, und die 
Ausbeute dieses in bezug auf die Gesamtmenge verbrauchten Zuckers 
betrug etwa 25°... 

Was die Ausbeute der atherléslichen Sauren betrifft, so war sie bei 
den hier besprochenen Versuchen bedeutend niedriger als bei denjenigen, 
die in unseren vorigen Mitteilungen beschrieben worden waren, und 
machte nur 9 bis 10°, der Gesamtmenge verbrauchten Zuckers aus. 
Zieht man die Zuckermengen, die zur Entwicklung der Pilzdecken und 
zur Bildung der anderen durch unsere Analyse ermittelten Produkte 
(auBer den Saéuren) verbraucht wurden, von den Gesamtmengen ver- 
brauchten Zuckers ab und berechnet die Ausbeute der Sauren in bezug 
auf die auf diese Weise erhaltenen Zuckermengen, so erreicht auch 
der so berechnete Wert nur etwa 25°,. In unseren friiheren Versuchen 
betrugen die Ausbeuten der Sauren auch in bezug auf die Gesamtmenge 
verbrauchten Zuckers in gewissen Fallen mehr als 30°. Daraus ergibt 
sich, dab die Bedingungen zur Bildung und Anhaufung der Sauren 
bei den soeben beschriebenen Versuchen in irgendwelcher Beziehung 
ungiinstig waren. Vielleicht lie} sich verhaltnismaBig schwache Aeration 
dafiir verantwortlich machen, da die Geschwindigkeit des tiber die 
Kulturen geleiteten Luftstroms unzureichend sein konnte. 

Hier ist noch darauf hinzuweisen, daB die vorliegende Berechnung 
der Produkte der Zuckerumwandlung keinen Anspruch auf erschépfende 
Vollstandigkeit machen kann. Nach den Ergebnissen unserer Analysen 
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ist es leicht, durch entsprechende Rechnung zu zeigen, daB die bei 
der Kulturenanalyse von uns nachgewiesenen und quantitativ er- 
mittelten Produkte mit der Pilzdeckensubstanz zusammen insgesamt 
nur 70 bis 80°, des verbrauchten Zuckers umfassen kénnen. Daraus 
ergibt sich, daB gewisse Produkte der Zuckerumwandlung der von uns 
ausgefiihrten Berechnung entgingen. 


Unter anderem ist hier zu bemerken, da die Zusammensetzung des 
in Wasser unléslichen Riickstandes bei den Analysen der Kulturen un- 
beachtet gelassen wurde. Die oben angefiihrten Ergebnisse der Versuchs- 
reihe 2 weisen aber darauf hin, da die Oxalséure unter Einwirkung von 
Mucor stolonifer auf Alkohol in betrachtlicher Menge entstehen kann, und 
das legt die Vermutung nahe, dal sich diese Saure auch in den Zucker- 
kulturen des Pilzes, die reichlich Alkohol bilden, anhaéufen kann. Die 
Saéure miiBte als Ca-Oxalat im unldéslichen Riickstand der Kulturen vor- 
kommen, dieser aber, wie erwahnt, wurde nicht untersucht. 


In der weiter unten folgenden Tabelle VII werden die unmittelbar 
durch Absorption mit Baryt ermittelten Kohlensiuremengen angegeben, 
die den nacheinander folgenden zweitagigen Zeitriumen entsprechen. 


Tabelle VII. 





Nr. der Kultur 1 2 3 4 
ee Kohlensiuremengen in g 
1 0,136 0,112 0,114 0,076 
2 0,213 0,181 0,125 0,175 
3 0,763 0,705 0,455 0.518 
4 0,945 0,845 0,663 0,660 
5 1,681 1,257 1,469 1,143 
6 2,241 1,821 1,887 1,791 
7 3,262 2.585 2,891 3,010 
S 3,387 2,929 3,376 2,948 
9 2,711 2,537 2,719 3,128 
10 2,190 1,734 2,838 1,333 
11 1,66 0,865 1,774 0,908 
12 1,089 0,631 1,278 0,562 
13 0,979 0,497 0,956 0,435 
14 0,971 0,230 0,804 0,325 
15 0,961 0,315 0,641 0,217 
16 0,349 0,400 0,815 0,219 
17 —_ — 0,699 0,246 
18 — — 0,583 0,272 
19 — — 1,164 0,338 
20 — — 2,141 0,706 
21 -- — 2,149 0,751 
22 _- ae 1,577 0,831 
23 — ~ 2,391 1,588 
24 _ -- 2,349 1,830 
25 _ 2,139 2,214 


26 _ — 1,497 1,838 














Umwandlung von Athylalkohol durch Mucor stolonifer. 115 


Die in der Tabelle VII zusammengestellten Werte werden in der 
Abb. 2 graphisch dargestellt. 
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Abb. 2. 


Im zeitlichen Verlauf der Kohlenséureausscheidung treten hier, 
wie in den Kulturen der vorigen Versuchsreihe 4, zwei Maxima ganz 
deutlich hervor'. Die zurzeit vorliegenden Versuchsergebnisse lassen 
nur mit gewisser Wahrscheinlichkeit die Frage beantworten, mit welchen 
Vorgangen in den Pilzkulturen dieser eigentiimliche Verlauf der Kohlen- 
saureproduktion in Verbindung stehen muB. Um das klarzustellen, 
sind weitere Untersuchungen néotig. 

Das erste Maximum fallt auf den Zeitraum zwischen dem 15. und 
18. Tage. Zu dieser Zeit enthielten die Kulturen noch betrichtliche 
Mengen Zucker, und das Maximum scheint mit starker Vergarung des 
Zuckers und mit Oxydationsvorgingen, die zur Bildung der Séuren, 
unter anderen auch der Kohlensdure fiihren, in Zusammenhang zu 
stehen. Das Sinken der Kohlensiuremengen fallt offenbar mit der 
Erschépfung des Zuckers zusammen, und das nachfolgende Minimum 
scheint an die Verarbeitung des bei der vorhergehenden Zuckergarung 
angehauften Alkohols gekniipft zu sein. Zu dieser Zeit wird der Stoff- 
wechsel vielleicht auch durch einen verhaltnismaBig hohen Gehalt der 
Nahrlésung an Alkohol herabgedriickt. Nach MaBgabe des Verbrauchs 


1 Gewisse unregelmaéSige Schwankungen in den durch Absorption mit 
Baryt ermittelten Kohlenséuremenger- werden in dieser Versuchsreihe 
wie in der vorigen wahrscheinlich durch unzureichende GleichméSigkeit 
des itiber die Kulturen geleiteten Luftstroms wie auch durch gewisse 
Temperaturunbestandigkeit wahrend der Versuche bedingt. 
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dieses und der Anhaufung der sich aus ihm bildenden Sauren ent- 
wickelt sich das zweite Kohlensiuremaximum. Die diesem ent- 
sprechenden Vorgiainge lassen sich wahrscheinlich vorwiegend auf 
Oxydation und Verbrennung der in den Kulturen gespeicherten Sauren 
zurtickfiihren. Ob diese Voraussetzungen der Wirklichkeit entsprechen, 
laBt sich nur durch weitere Versuche feststellen. 

Aus den oben angefiihrten Versuchen ergibt sich, dais Mucor stolo- 
nifer die Fahigkeit besitzt, nicht nur aus Zucker und Essigséure, sondern 
auch aus Athylalkohol Bernstein- und Fumarsiure zu bilden. Das Ver- 
halten des Pilzes zu diesen drei Verbindungen unterscheidet sich 
aber dadurch, daB sich auf Alkohol wie auf Zucker Fumarsaéure und 
auf Essigsiure Bernsteinsiure in verschiedener Menge anhauft. 

Nimmt man an, da®B Bernsteinsiure eine Vorstufe zur Bildung 
der Fumarsiure darstellt, was wahrscheinlich ist, so 14Bt sich der oben- 
genannte Unterschied auf zweierlei Weise erkliren. Er kann ent- 
weder durch férdernde Wirkung der Gegenwart von Zucker bzw. 
Alkohol auf die Umwandlung der Bernsteinsiure in Fumarsiure oder 
durch verzégernde Wirkung der Gegenwart von Essigsiure auf die- 
selbe Umwandlung bedingt werden. Gewisse Ergebnisse unserer Ver- 
suche sprechen dafiir, daB Zucker den Ubergang von Bernsteinsaure 
in Fumarsiéure wirklich beférdern kann. 

Was den Ubergang von Athylalkohol in Bernsteinsiure betrifft, so ist 
kaum zu bezweifeln, da dieser Vorgang von einer intermediar verlaufenden 
Oxydation des Alkohols unter Bildung von Essigsiure begleitet wird. Dafiir 
spricht unter anderem auch die von Ehrlich beobachtete Tatsache, dal 
gewisse Pilze befahigt sind, Alkohole zu entsprechenden Saéuren zu oxydieren. 
So wurde in den Kulturen von Willia anomala mit Methyl-, Athyl- und 
Amylalkohol entsprechend Ameisen-, Essig- und Valeriansiure nach- 
gewiesen !. 

Nimmt man die Oxydation des Athylalkohols zu Essigsaure als 
eine Vorstufe der Bildung der Bernstein- und Fumarsaure aus diesem 
Alkohol an, so 1aBt sich der Vorgang im ganzen auf folgende Weise zum 
Ausdruck bringen: 


2CH,CH,OH + 2CH,.COOH + (CH,.COOH), + (CH.COOH),. 


Da der Ubergang von Essigsaure in Bernstein- und Fumarsiure 
auch bei Gegenwart von Zucker sehr leicht und sogar noch leichter als 
ohne diesen zustande kommt, so ist fiir héchstwahrscheinlich zu halten, 
daB die Essigsiure auch bei der Bildung der betreffenden Sauren aus 
Zucker die Rolle des Zwischenglieds spielen muB. Diese Annahme 
1iBt sich auch noch dadurch bekraftigen, daB man die Essigsaure fast 
stets, wenn auch meistens nur in geringer Menge, in den Zuckerkulturen 





‘ 


1 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 477, 1911. 
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von Mucor stolonifer wie auch von anderen Mucorarten nachweisen 
kann!. 

Was die Herkunft der Essigsiture in den Zuckerkulturen von 
Mucor stolonijer betrifft, so muB hier in Betracht gezogen werden, 
daB eine Spaltung nach Art der Alkoholgirung bei der Umwandlung 
des Zuckers durch diesen Pilz, wie die oben angefiihrten Versuche 
zeigen, in weitem Umfange auch unter aeroben Bedingungen statt- 
findet. Dabei kann die Essigsaure nicht nur auf dem oben besprochenen 
Wege der Oxydation des Alkohols, sondern vielleicht teilweise auch 
durch Dismutation des sich im Géarungsvorgang vorher bildenden 
Acetaldehyds entstehen. 

Von den betreffenden Ergebnissen unserer Versuche aus kann 
das oben angegebene Schema der Bildung der Bernstein- und Fumar- 
siure aus Zucker tiber Alkohol und Essigsdure als hinreichend be- 
grimdet anerkannt werden, und zurzeit darf kaum bezweifelt werden, 
daB die sich in den Zuckerkulturen bildende Bernstein- und Fumar- 
siure mindestens in gewissem Mae namentlich auf diesem Wege ent- 
stehen miissen. 

Ob noch andere Wege zur Herkunft der genannten Sauren aus 
Zucker vorhanden sind, miissen weitere und genauere Untersuchungen 
klarstellen. Jedenfalls geben die zurzeit zu unserer Verfiigung stehenden 
Tatsachen keine Veranlassung zur positiven Lésung der Frage nach der 
Existenz irgendeines anderen Weges auber demjenigen, der sich an 
Alkohol und Essigséure als Zwischenglieder der Zuckerumwandlung 
kniipft. 

Wir hatten schon friither? Gelegenheit, darauf hinzuweisen, dab 
die mégliche maximale Ausbeute der Fumarsaure, wenn ihre Bildung 
aus Zucker iiber die auf dem Wege der Alkoholgirung entstehende 
Essigsiure vor sich geht, durch die Gleichung 


C,H,,0, + 3 0, = C,H,O, + 20,4 4H,0 


bestimmt werden muB, und dab dabei die Ausbeute der Saure der 
Gleichung gemaB nicht 64,5°,, verbrauchten Zuckers iibersteigen kann. 
Was die Ausbeuten der Bernstein- und Fumarsaure betrifft, die bis 
jetzt bei unseren Versuchen mit den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer 
nachgewiesen worden sind, so iibertreffen sie in keinem Falle den Wert, 
der sich nach der oben angegebenen Gleichung berechnen laBt. 
Nach der oben ausgesprochenen Vermutung kann die Essigsaure 
bei Vergiirung des Zuckers durcli die Pilze nicht nur aus Alkohol durch 


1 F, Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 3737, 1911; 52, 63, 1919; 
T. Takahashi, K. Sakaguchi und T. Asai, Bull. of the Agricult. Ghem. Soc. 
of Japan 2, Nr. 5, 1925. 

2 WIL. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 207, 302, 1929: 
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Oxydation, sondern auch aus dem sich im Girungsvorgang bildenden 
Acetaldehyd durch Dismutation entstehen. Daf die Essigsiure auf 
diesem letzteren Wege bei der Hefegiirung entstehen kann, ist von 
Neuberg und Mitarbeitern bewiesen worden!. Dabei haben sie auch 
festgestellt, daB die Dismutation des Acetaldehyds unter Bildung von 
Athylalkohol und Essigsiure von einer entsprechenden Anhaufung des 
Glycerins begleitet wird und daB sich der Vorgang im ganzen durch 
folgende Gleichung der dritten Vergirungsform zum Ausdruck 
bringen 1aBt: 


2 CgH,,0, + H,O= 200, + CH,CH,OH + CH,COOH ~ 2 C,H,0,. 


Die zurzeit vorliegenden Ergebnisse berechtigen zu der Annahme, 
daB die Fahigkeit, Essigsiure in Bernsteinsiiure zu verwandeln, bei 
den Pilzen weit verbreitet ist, und legen die Vermutung nahe, dali 
auch die Hefen diese Fiahigkeit besitzen kénnen. Ist das der Fall, so 
muS man die oben angegebene Gleichung durch die Reaktion er- 
giinzen, die auf folgende Weise ausgediiickt werden kann. 


2 CH,COOH — (CH,COOH), + 2H. 


Der dabei frei werdende Wasserstoff kann entweder durch Sauer- 
stoff oxydiert oder beim Vorgang der Glycerinbildung verbraucht werden. 
Im letzteren Falle laBt sich die diesbeziigliche Umwandlung des Zuckers 
im ganzen auf folgende Weise zum Ausdruck bringen. 

9 C,H,,0, + 4 H,O = 8 CO, + 4CH,CH,OH 

2 (CH,COOH), + 10 ©, Hg0,. 


Dieser Fall kann sich bei der typischen Hefegiirung verwirklichen, 
wo Oxydationen keine wesentliche Rolle spielen kinnen. Bei Mucora- 
ceen, bei denen die Oxydationsvorgange stirker zum Vorschein kommen, 
kann die in Frage stehende Bildung der Bernsteinsiure auch unter 
Beteiligung dieser Vorginge stattfinden, und die verhiltnismabige 
Ausbeute des Glycerins muB dadurch hier niedriger als bei der Hefe- 
garung sein, was auch in der Tat vorhanden zu sein scheint. 


Das der oben angefiihrten Gleichung entsprechende Verhaltnis 
zwischen Glycerin und Bernsteinsiure kommt demjenigen ziemlich 
nahe, das Pasteur bei der Hefegarung festgestellt? und durch folgende 
Gleichung ausgedriickt hat: 


49 0,H,,0, + 30 H,O = 12 C,H,0, + 72 C,H,0, + 30 CO,. 


1 C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 304, 1919; 105, 307, 
1920. 

2 Von 100 Gewichtsteilen vergorenen Zuckers erhielt Pasteur 3,607 
bis 3,64 Teile Glycerin und 0,673 bis 0,74 Teile Bernsteinséure. L. Pasteur, 
Ann. de chim. et de phys. 3. Ser., 58, 324, 1860. 

] 
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Das Molekularverhaltnis zwischen Glycerin und Bernsteinsaure 
ist nach dieser empirischen Gleichung = 6 und nach unserer, sich auf 
theoretische Grundlagen stiitzenden Gleichung = 5. Zieht man die 
etwaigen Schwankungen im Verlauf des Girungsvorganges in Betracht, 
so kénnen die gegebenen Werte als gut tibereinstimmend anerkannt 
werden. 

Was das betreffende Verhiltnis bei der Zuckervergirung durch 
Mucoraceen betrifft, so wurde dieses von Cayon! fiir Mucor circinelloides 
bestimmt, wobei 2,07 °,, Glycerin und 0,92 °., Bernsteinsiure in bezug 
auf vergorenen Zucker gefunden wurden. Daraus ergibt sich, daB das 
Molekularverhaltnis zwischen Glycerin und Bernsteinsaure im gegebenen 
Falle anniherungsweise = 3 war. Dieser Wert ist bedeutend niedriger 
als derjenige, der unserer Gleichung entspricht, was dadurch bedingt 
zu sein scheint, da hier die Dehydrierung der Essigsiure bei der 
Bildung der Bernsteinsiure auf dem Oxydationswege zustande kam. 

Wird das hier erérterte Schema der Herkunft der Bernsteinsiure 
bei der Hefegirung durch weitere Versuche bestitigt, so miissen wir 
zu Pasteurs Anschauungen zuriickkehren, nach denen die stets bei 
Alkoholgirung entstehende Bernsteinsdure neben dem Kohlendioxyd, 
Athylalkohol und Glycerin auch ein Produkt der Zuckerumwandlung 
darstellt. 

Dafiir spricht schon die Tatsache, daB sich die soeben erwahnten 
Produkte sowohl bei der Hefegiirung als auch bei der Vergirung des 
Zuckers durch Mucoraceen bilden?. Von den vorliegenden Ergebnissen 
aus 1aBt sich aber die Bildung der Bernsteinséiure aus der aus Zucker 
stammenden Essigsiure bei den Mucoraceen als tatsaichlich begriindet 
anerkennen. Nimmt man aber das fiir Mucoraceen an, so ist das auch 
fiir Hefe als héchst wahrscheinlich anzunehmen, da es kaum zu. be- 
zweifeln ist, daB die Bernsteinsaiure in den beiden hier in Frage stehenden 
Fallen von derselben Herkunft sein muBb. 

Zugunsten der Anschauung, da die Bernsteinsiure bei der Hefe- 
girung als ein Produkt der Zuckerumwandlung auf dem oben be- 
zeichneten Wege entstehen muB, spricht auch ein gewisser Zusammen- 
hang zwischen Glycerin- und Bernsteinsiiurebildung, der von Pasteur* 


1 Gayon, Mém. soc. science de Bordeaux 2. Ser., 2, 249, 1878. 

2 Es ist schon lingst bekannt, dai} bei der Vergéirung des Zuckers 
durch Mucor-Arten ebenso wie bei der Hefegirung neben den Haupt- 
produkten der Garung auch Glycerin, Bernsteinsiiure und Aldehyd ent- 
stehen. Diese Stoffe wurden bei Mucor circinelloides schon von Gayon 
(Mem. soc. sciences de Bordeaux 2. Ser., 2, 249, 1878) nachgewiesen. Bei 
Mucor racemosus wies A. Fitz (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 9, 1352, 1876) 
Bernsteynsiure und Aldehyd und O. Emmerling (ebendaselbst 80, 454, 
1897) Glycerin und Bernsteinsiiure nach. 

S Le. 
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wie auch von anderen Forschern! beobachtet worden ist. Gewisse 
Schwankungen in diesem Zusammenhang, die in einigen Fallen auch 
nachgewiesen worden sind, kénnen durch nebensichliche Umstinde 
bedingt werden, die keine direkte Beziehung zum hier in Frage 
stehenden Hauptvorgang haben. 

Ob das oben besprochene Schema der Herkunft der Bernstein- 
siure bei der Hefegarung der Wirklichkeit entspricht, miissen weitere 
Versuche zeigen, die schon im Gange sind. 


Zusammenfassung. 


Mucor stolonifer ist befihigt, Bernstein- und Fumarsaure nicht nur 
aus Zucker und Essigsiure, sondern auch aus Athylalkohol zu bilden, 
wobei sich auf diesem wie auf Zucker Fumarsiure, dagegen auf Essig- 
siure Bernsteinsaiure vorwiegend anhauft. Die betreffende Umwandlung 
des Alkohols lieB sich sowohl unter Einwirkung der vorher aufgezogenen 
Pilzdecken als auch in den Kulturen auf Athylalkohol selbst beobachten. 


In den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer hiuft sich Athy]- 
alkohol anfangs in betrachtlicher Menge auch unter aeroben Be- 
dingungen an, indem sein Gehalt der Nahrlésung etwa 2°, betrigt. 

Bleiben die Kulturen unter aeroben Bedingungen auch weiter, 
so wird der sich anfangs anhaufende Alkohol verbraucht und verschwindet 
zuallerletzt bei hinreichender Dauer der Kulturen ganz und gar, 
wobei sich ein bedeutender Zuwachs der Bernstein- und Fumarsiure 
auch nach Verbrauch des Zuckers nachweisen lat. 


Hért nun der Luftzutritt zu den vorher aerob aufgezogenen 
Kulturen, in denen der Zucker noch nicht erschépft ist, auf, so kann 
der Gehalt der Nahrlésung an Alkohol mehr als 3,5 °, erreichen. Unter 
anaeroben Bedingungen erhalt sich dieser auch in den langdauernden 
Kulturen intakt. 

Bei den aeroben Kulturen kommen zwei Maxima im zeitlichen 
Verlauf der Kohlensiureausscheidung ganz deutlich hervor. Das erste 
Maximum scheint auf den Zeitraum starker Vergirung des Zuckers, 
und das zweite auf den der Verbrennung der in den Kulturen ge- 
speicherten Sauren zu fallen. 


1 Als ein Beispiel dieses Zusammenhangs kénnen folgende Ergebnisse 
angefiihrt werden, die von Effront erhalten worden sind: 





24 48 72 Girstunden 
0.15 0,35 0,40 % Glycerin | in bezug auf ver- 
0,025 0,047 0,068°% ‘Bernsteinsiure| gorenen Zucker 


J. Effront, C. r. 119, 92 und 169, 1894. 
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Auf Grund der vorliegenden Tatsachen ist anzunehmen, dab die 
Umwandlung des Zuckers in Bernstein- und Fumarsaure in den Mucor- 
Kulturen mindestens zum Teil tiber Alkohol als Zwischenglied vor 
sich geht. 

Was den Ubergang von Alkohol in die obengenannten Sauren 
betrifft, so wird dieser wahrscheinlich vorher zu Essigsiure oxydiert, 
die vielleicht teilweise auch durch Dismutation des sich bei der Alkohol- 
garung des Zuckers bildenden Acetaldehyds entstehen kann. 

Ob Bernstein- und Fumarséure auch auf irgendwelchen anderen 
Wegen in den Mucor-Kulturen aus Zucker entstehen kénnen, miissen 
weitere Untersuchungen klarstellen. Die zurzeit zu unserer Verfiigung 
stehenden Tatsachen geben keine Veranlassung zu positiver Losung der 
Frage nach der Existenz solcher Wege. 

Die Bernsteinsiure mu wahrscheinlich bei der Hefegirung von 
derselben Herkunft sein, wie bei der Zuckerumwandlung durch Mucora- 
ceen. Dabei kann sie sich aus Essigsiure bilden, die durch Dismutation 
des Acetaldehyds entsteht. 

Ist das der Fall, so muB man zur Anschauung Pasteurs zuriick- 
kehren, der die Bernsteinsiure der Hefegarung neben Alkohol und 
Glycerin auch fiir ein Produkt der Zuckerumwandlung hielt. 

Die Versuche hinsichtlich der Herkunft der Bersteinsaure bei 
der Hefegarung sind schon im Gange. 








Uber den Einflub des ultravioletten Lichtes auf die Saccharase. 


I. Mitteilung: 
Die Ultraviolettspektren verschieden reiner Saccharasepriiparate. 


Von 


G. Gorbach und K. Lerch. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Mikrobiologie der Technischen 
Hochschule Graz.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1930.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Einflu8 kurzwelliger Strahlen auf Enzyme ist schon wiederholt 
untersucht worden. Diese Versuche haben ergeben, daB ultraviolette 
Strahlen im allgemeinen eine schadigende Wirkung auf Enzyme aus- 
iiben. Als Quelle ultravioletten Lichtes diente in der Mehrzahl der 
Fille die Quecksilberdampflampe. 

Nach den Untersuchungen von S. und Sg. Schmidt-Nielsen! sind fiir 
die Zerstérung des Chymosins besonders die Strahlensorten unter 250 wy 
wirksam, wihrend dagegen die langeren Wellen zwischen 250 und 300 wu 
keine besondere Wirksamkeit zeigen. Die Destruktion dieses Enzyms 
verlauft nach dem Gesetz der monomolekularen Reaktion. Die Inakti- 
vierung der Malzamylase unterliegt nach Liiers und Lorinser? keinerlei 
GesetzmaBigkeit. Sie folgt weder der monomolekularen noch bimolekularen 
Reaktion, noch besitzt die Schiitzsche Regel Giiltigkeit. Wahrend die ge- 
nannten Fermente einigermaben untersucht worden sind, ist tiber die 
Inaktivierung der Saccharase nur wenig bekannt geworden. Jodlbauer 
und v. Tappeiner® haben gefunden, dai die Saccharase unabhangig von 
der Gegenwart des Luftsauerstoffs durch Bestrahlungen geschiadigt wird. 
Im Gegensatz dazu schreibt Agulhon* die enzymvernichtende Wirkung 
des ultravioletten Lichtes einer oxydativen Wirkung zu, welche auf das 
bei der Bestrahlung sich bildende Wasserstoffperoxyd zuriickzufiihren 
sei. Svanberg® hat in neuerer Zeit die Frage der Inaktivierung der Sac- 
charase studiert. Er verwendete zum ersten Male reinere Enzympriaparate 


1 Signe und Sigval Schmidt-Nielsen, H. 58, 235, 1907; s. auch G. Dreyer 
und O. Hansen, H. 58, 145, 564, 1907. 

2 Liters und Lorinser, diese Zeitschr. 144, 212, 1924. 

3 Jodlbauer und v. Tappeiner, Arch. f. klin. Med. 87, 373, 1906. 

4 Agulhon, Ann. Pasteur 26, 38, 1912. 

5 Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 8, Nr. 6, 1921. 
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und konnte finden, dai mit steigender Reinheit die schadigende Wirkung 
bedeutend erhéht wird. Nach ihm kann diese vermieden werden, wenn 
gleichzeitig Wasserstoff eingeleitet wird, was darauf hinweisen wiirde, 
daB es sich hier um einen sekundéren photochemischen Effekt handelt. 
Willstatter’ und seiner Schule gelang es nun, mit Hilfe der Adsorption 
an oberflachenaktive Stoffe die Hefesaccharase auf einen hohen Reinheits- 
grad zu bringen. Dadurch lieB sich der Saccharasegehalt in den Praparaten 
auf das 17000fache der in der Hefe herrschenden Konzentration anreichern. 
Die reinsten Praparte mit dem Zeitwert 0,2 (bestimmt unter den Be- 
dingungen von C.O. Sullivan und F. W. Tomson und H. v. Euler) sind frei 
von Protein und von Kohlenhydraten erhalten worden. 

Es schien nun aussichtsreich, die Bestrahlungsversuche mit hoch- 
gereinigten Praparaten fortzusetzen. Fiir diese Versuche verwendeten 
wir die Analysen-Quardampe der Firma Herius-Hanau (110 Volt, 
4 Amp.). Diese bereits im Gange befindlichen Versuche sollen in extenso 
in einem spiteren Zeitpunkt veréffentlicht werden. Hier mégen die 
bis jetzt erzielten Ergebnisse kurz zusammengefabt werden, da sie uns 
zur vorliegenden Arbeit fiihrten. Zunichst konnte tibereinstimmend 
mit Svanberg? gefunden werden, da die zur Inaktivierung notwendige 
Bestrahlungszeit sich mit zunehmender Reinheit des Enzympriparates 
verringert. Wiahrend Agulhon® seine wenig gereinigten Enzymlésungen 
in 3 Stunden 80° ig schadigen konnte, waren unsere hochgereinigten 
Tonerdeeluate schon nach 80 Minuten enzymunwirksam. Wie die 
Untersuchungen weiter ergaben, hat Ozon auf gereinigte Praparate 
eine starke Wirkung. Schon 2 Minuten nach Einleiten eines ozonisierten 
Sauerstoffstromes in die Enzymlésung war jede enzymatische Wirkung 
verloren gegangen. Wie die weiteren Versuche zeigten, kann aber das 
bei der Bestrahlung gebildete Ozon fiir die Zerstérung trotzdem nicht 
verantwortlich gemacht werden. Denn Parallelversuche mit stickstoff- 
gesittigten und sauerstoffgesattigten Enzymlésungen in Quarz- 
eprouvetten ergaben unter sonst gleichen Bedingungen gleiche Scha- 
digungen. Es scheint somit die Annahme nicht mehr wahrscheinlich, 
daB es sich bei der Inaktivierung der Saccharase um einen oxydativen 
ProzeB handelt, der durch ein primar photochemisch gebildetes Oxy- 
dationsmittel (Ozcn, Wasserstoffperoxyd) hervorgerufen wird. Es 
handelt sich hier vielmehr um einen primaren Effekt, der durch die 
Energie der vom Enzym absorbierten Strahlung zustande gebracht wird. 

Von diesem Gedanken ausgehend, wurden von uns die Absorptions- 
spektren verschieden reiner Enzympriparate photographisch auf- 
genommen. Durch die Kenntnis des Absorptionsvermégens wird es 
moglich, die fiir die Inaktivierung wichtigen Strahlengebiete kennen- 

' Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme 1, 41, 1928. Verlag von 
Julius Springer. 

2 Svanberg, 1. c. 

8 Agulhon, 1. ec. 








124 G. Gorbach u. K. Lerch: 


zulernen. Die Aufnahmen wurden mit dem Zeissschen Quarzspektro- 
graphen fiir Chemiker nach der Scheibeschen Methode der Vergleichs- 
spektren vorgenommen. Die Abb. 1 veranschaulicht in der Kurve I 
die Absorption eines durch Autolyse, Dialyse und nachfolgende Ad- 
sorption an Tonerde ,,C gereinigten Eluates vom Zeitwerte 1,8. Das 
Maximum der Absorption liegt bei 270 uu. Fiir Strahlen von der 
Wellenlinge um 240 yu ist diese Saccharaselésung durchlassig. Die 
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Abb. 1. Kurve I: Eluat (Trockenriickstand 0,001 gieem). Kurve Il: Dialysat (Trocken- 
riickstand 0,009 gcem). Kurve III]: Autolysat (Trockenritickstand 0,08 g/cem). 
Absorption des Praparates steigt gegen den kurzwelligen Teil bis zur 
Grenze der MeSbarkeit. Aus der Kurve kann weiter ersehen werden, 
daB gegen den sichtbaren Spektralbezirk zu die Absorption abnimmt 
und infolgedessen hier keine starke photochemische Wirkung mehr 
vorausgesetzt werden darf. Wir untersuchten mehrere auf dem oben 
angegebenen Wege gereinigte Saccharasepriparate und erhielten in 
allen Fallen dasselbe Absorptionsdiagramm. Die Absorptionsbande 
bei 270 yy ist in den hochgereinigten Eluaten schwer meBbar. Um zu 
sehen, ob eine Anderung oder Verschiebung in der festgestellten Ab- 
sorption bei der Bestrahlung eintritt, bestrahlten wir die erhaltenen 
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Eluate mit der Quarzlampe. Das Absorptionsvermégen wurde dadurch 
nicht meBbar geaindert, obwohl die Eluate nach der Bestrahlung voll- 
kommen unwirksam geworden waren. Wohl aber schien die Intensitat 
der Absorption schwacher zu werden. Gleichzeitig wurden auch Dialysate 
und Autolysate spektrographiert. Die Absorption dieser Enzym- 
praparate ist ebenfalls in Abb. 1 in der Kurve IT bzw. III wiedergegeben. 
Interessanterweise verstarkt sich die aufgefundene Absorption bei 270 su. 

Nachdem H. v. Euler und K. Josephson! sowie Willstdtter? und 
dessen Mitarbeiter im Tryptophan und Hefegummi zwei hartnackige 
Begleiter selbst in den reinsten Invertinpraparaten in wechselnden 
Mengen auffinden konnten, war es naheliegend, das gemessene Ab- 
sorptionsband in den Enzympraparaten mit einem dieser Begleiter in 
Beziehung zu bringen. 
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Abb. 2. Absorptionsspektrum einer 0,1°/ igen Tryptophanlisung 
—+— Vor Bestrahlung ——- Nach 60 Minuten Bestrahlung. 











1 H.v. Euler und K. Josephson, Ber. 57, 859, 1924. 
2 Willstdtter, 1. c. 
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Da das Tryptophan als reines Praparat leicht zu bekommen war, 
wurde dieser Begleiter zuerst spektrographiert. In Abb.2 gibt die 
voll ausgezogene Kurve die Absorptionsverhaltnisse des Tryptophans 
wieder. Wie daraus zu ersehen ist, liegt das bei den Saccharasepraparaten 
beobachtete Absorptionsmaximum auch hier mit sehr guter Uber- 
einstimmung bei 270 uu. Dadurch ist festgestellt, daB die bei den 
Enzympraparaten beobachtete Absorption durch das Tryptophan 
verursacht wird. Die Konzentration der gemessenen Tryptophan- 
lésung war 0,1°,. Trotz dieser geringen Konzentration ist das fiir das 
Tryptophan charakteristische Absorptionsband scharf ausgeprigt. 
Aus der Starke dieser Absorption kann durch Vergleich mit dem Ab- 
sorptionsband in den Enzympraparaten auf ihren Gehalt an Tryptophan 
riickgeschlossen werden. So erhalt man, auf den Trockenriickstand 
berechnet, fiir das Autolysat (Trockenriickstand: 0,08 g/ecm) 4,2 °,, 
fiir das Dialysat (Trockenriickstand : 0,009 g/eem) 6,1°,, und fiir das 
Eluat (Trockenriickstand: 0,001 g/ecm) 9,5° Tryptophan. Aus diesen 
Werten ersieht man, daB bei der Dialyse der Tryptophangehalt ab- 
nimmt, sich aber bei der Adsorption an Tonerde erhéht. Vergleicht 
man die Wirksamkeit der drei verschieden gereinigten Enzympraparate, 
bezogen auf die Trockensubstanz, so kommt man zu folgendem Er- 
gebnis: Der Tryptophangehalt fallt bei der Dialyse auf ein Siebentel des 
urspriinglichen Gehalts, die Wirksamkeit steigert sich jedoch auf das 
Zehnfache. Beim Adsorbieren an Tonerde und nachfolgendem Eluieren 
erhéht sich der Tryptophangehalt um das Zwélffache, und ebenso 
erhéht sich die Wirksamkeit auf das Achtfache. Interessant ist 
das Ansteigen des Tryptophangehaltes parallel mit der Wirksam- 
keit nach der Adsorption an Tonerde. Dieser Umstand scheint 
dafiir zu sprechen, da das Tryptophan bei diesen hochwertigen 
Praiparaten die Rolle des Enzymtrigers tibernimmt. Die Abnahme 
des Tryptophangehaltes bei der Dialyse steht dieser Annahme 
nicht entgegen, da hier Tryptophan in grofSem Uberschu8  vor- 
handen ist. Vergleichende Untersuchungen dieser Art zwischen dem 
Tryptophangehalt und der Enzymwirksamkeit sollen diese Frage 
noch entscheiden. Jedenfalls besitzen wir in der Ultraviolett- 
absorption einen empfindlichen Nachweis fiir das Tryptophan, selbst 
in jenen Fallen, wo sieh mit den gewéhnlichen analytischen Hilfs- 
mitteln dasselbe nur schwierig oder iiberhaupt nicht mehr nach- 
weisen ]aBt. 

Die obige Annahme, daB das Tryptophan der Trager des Invertins 
sei, gibt der Vermutung Raum, dab die Inaktivierung des Enzyms 
schlieBlich und endlich auf eine Veranderung des Tryptophans, also 
eines Trigers, zuriickgeht. Wie unsere Untersuchungen nun gezeigt 
haben, erleidet das Tryptophan bei der Bestrahlung tatsachlich eine 
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Verainderung, die sich im Ultraviolettspektrum desselben deutlich 
ausdriickt. 


In Abb.2 gibt die gestrichelte Kurve das Absorptionsspektrum 
nach einer Bestrahlung von 60 Minuten wieder. Das Kurvenbild zeigt 
eine deutliche Zunahme der Absorption gegen den sichtbaren Teil des 
Spektrums hin. Sofern die obige Auffassung von der Trigernatur des 
Tryptophans richtig ist, ware die Inaktivierung des Enzyms gut er- 
klarbar, denn durch die Ultraviolettbestrahlung wurde der allein noch 
vorhandene brauchbare Trager fiir das enzymatische Agens zerstért. 
Nachdem nun die Tryptophanmenge ohnehin immer sehr klein ist, so 
mu die zerst6érende Wirkung der Belichtung grof erscheinen. Es sei 
noch bemerkt, daB das Absorptionsspektrum bestrahlten Tryptophans 
(Abb. 2) eine auffallende Ahnlichkeit mit dem eines gealterten Auto- 
lysates (Abb. 1) besitzt. 


Unsere Untersuchung hat aber auch dargetan, dafs vom Lichte 
des Quecksilberdampfbogens nur sehr beschrinkte Bezirke bei der 
Bestrahlung des Invertins wirksam sind und der Spektralabschnitt 
um 270 wu, der anscheinend die gréBte deletire Wirkung aubert, sehr 
arm an Energie ist. Es sind tibrigens Versuche im Gange, die durch 
geeignete Filter einwandfrei jene Strahlenbezirke im sichtbaren und 
unsichtbaren Spektrum feststellen, die fiir die Enzymbeeinflussung in 
Frage kommen. Da das Absorptionsspektrum unserer Invertinpriparate 
mit jenem des Tryptophans zusammenfillt, lag es nahe, das Tryptophan 
selbst als Filtersubstanz zu versuchen. Zu dem Ende wurde eine 0,1 °.ige 
Tryptophanlésung in 2,5 mm Schichtdicke vor ein Eluat vom Zeit- 
wert 1,8 geschaltet und dann eine Stunde ultraviolett bestrahlt. Es 
konnte in der Tat keine Schidigung durch die Belichtung konstatiert 
werden, wahrend in einem Kontrollversuch mit gleich dick vorgesetztem 
destillierten Wasser in dieser Zeit bereits eine Verminderung der Ferment - 
wirkung um 40°, zu verzeichnen war (s. Tabelle VI). - 


Im folgenden Abschnitt soll nun eine kurze Beschreibung der 
Versuchstechnik gegeben werden. 


Experimenteller Teil. 


Herstellung der Hefeautolysate. 


10 kg abgepreBte Bierhefe wurden in der iiblichen Weise mit 100 g 
Toluol bei 30° autolysiert und der erhaltene diinnfliissige Brei mit 
10 Liter Wasser verdiinnt und 3 bis 4 Tage bei Zimmertemperatur 
aufgestellt. Nach dieser Zeit wurde in den meisten Fallen der héchste 
Grad an Wirksamkeit erreicht. Durch die wihrend dieser Zeit vor sich 
gegangenen hydrolytischen Spaltungen war die Lésung schnell filtrier- 
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bar geworden. Mit Vorteil verwendet man zur besseren Klirung der 
Autolysenfiltrate Kaolin, wodurch die Wirksamkeit in keiner Weise 
beeintrachtigt wird. Die gréBte Menge der Eiweibstoffe und Eiweib- 
abbauprodukte wurde meist durch Zugabe von Essigsiure ausgefillt. 
Man kann zwar auch Ammoniak verwenden, was sich aber nicht 
empfiehlt, weil dabei die Autolysate infolge der Alkaliwirkung stark 
gefarbt werden. Nach dem Abfiltrieren des Eiweifniederschlages 
erhalt man in den meisten Fallen ein hellgelbes, vollkommen klares 
Autolysat, das in seiner Wirksamkeit dem Rohautolysat in keiner 
Weise nachsteht. 


Dialyse der Autolysate. 


Zur weiteren Reinigung der Autolysate erwies sich die Dialyse 
als sehr gut brauchbar. Besonders gealterte Autolysate, die eine Unzahl 
tief abgebauter Bruchstiicke des Eiweibes enthielten, konnten von diesen 
schon durch eine 24stiindige Dialyse befreit werden. Anfingliche Ver- 
suche mit Fischblasen! als Membran hatten nicht den gewiinschten 
Erfolg. Sie besitzen ein zu geringes Fassungsvermégen und sind 
selten fehlerfrei. Dagegen bewihrten sich Rindsdiirme, wie sie im 
Handel in prapariertem Zustande zu bekommen sind, sehr gut. In der 
Literatur werden diese vielfach als nicht geeignet bezeichnet, da sie die 
enzymatische Substanz adsorbieren. Dies ist jedoch nur bei frisch in 
Verwendung genommenen Darmen der Fall; hat sich die Darmwand 
bei langerem Gebrauch mit Enzym gesattigt, so bleibt die Enzym- 
wirksamkeit des Dialysates voll erhalten. In manchen Fallen wird sie 
sogar erhéht. Bezogen auf den Riickstand der Dialysate stieg die 
Wirksamkeit auf den zehnfachen Wert. 


Adsorption und Elution. 


Die nach der Dialyse stark getriibten Enzymlésungen wurden 
filtriert und zur Adsorption an Tonerde ,,C‘* verwendet. Diese Methode 
(mit kleinen Abanderungen) stammt aus den umfangreichen Unter- 
suchungen Willstdtters und seiner Schule. Die Menge der zur Adsorption 
nétigen Tonerde schwankte von 50 bis 100g auf 10 Liter Dialysat. 
Die Dauer der Adsorption betrug meistens 24 Stunden, nach welcher 
Zeit die Adsorption vollstiandig war. In einigen Fallen konnte wesentlich 
kiirzer adsorbiert werden, besonders dann, wenn Aceton zugesetzt 
worden ist. 

Die Elution des adsorbierten Enzyms wurde mit primarem Phosphat 
vorgenommen. Mit Vorteil wendet man die fraktionierte Elution an, 
indem man die Tonerde mehrmals mit kleinen Mengen des Elutions- 


1 Wiechowski, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 143, 1907. 
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mittels behandelt. Die so erhaltenen Eluate waren je nach der Be- 
handlung des Autolysates hellgelb bis braun und besaBen einen Zeitwert 
von 2 bis 3, bezogen auf die Trockensubstanz. Eine weitere Reinigung 
gelang uns durch Zusatz von Essigsiure, wobei noch Triibungen ent- 
standen. Nach dem Abfiltrieren derselben fiihrte eine Adsorption an 
Kaolin und eine darauffolgende Elution mit 0,5°,, Ammoniak zu noch 
héheren Reinheitsgraden mit Zeitwerten von 1 bis 2. Versuche, durch 
wiederholte Adsorption an Kaolin und Tonerde den Reinheitsgrad der 
Willstdtterschen Praparate mit dem Zeitwert 0,2 zu erreichen, schlugen 
fehl. Die Wirksamkeit nahm proportional mit dem Riickstand ab. 
Mit den gewéhnlichen analytischen Hilfsmitteln war in den erhaltenen 
Eluaten weder Tryptophan noch Eiwei8 nachweisbar. In den folgenden 
Arbeiten werden wir versuchen, durch Anreicherung der Hefe an Enzym 
zu besseren Priaparaten zu gelangen. Wie Gorbach! anliBlich der Aus- 
arbeitung einer refraktometrischen Methode zur Bestimmung der 
Saccharase zeigen konnte, besitzt die Saccharase aus unserer Brauerei- 
hefe eine sechsmal kleinere Affinitaét zur Saccharose als jene, welche 
Willstdtter aus der Miinchener Léwenbrauhefe erhalten konnte. Darin 
diirfte die Ursache dafiir liegen, daB sich unsere Zeitwerte nicht mehr 
weiter verbessern lieBen. 


Bestrahlungsversuche 


Als Lichtquelle fiir diese Untersuchungen stand uns die Analysen- 
Quarzlampe von Herdus in Hanau zur Verfiigung (110 Volt, 4 Amp. 
Gleichstrom). Als BestrahlungsgefiBe dienten flache Schalen mit 
einem Durchmesser von 10cm. Der Abstand von der Lichtquelle war 
durch die Konstruktion der Lampe gegeben. Um _ einerseits Ver- 
dunstungen zu vermeiden und andererseits die Warmewirkung auf das 
Enzym zu verhindern, wurde die Schale in eine zweite gestellt, die mit 
Kiswasser gefiillt war. Vor der Bestrahlung brannte dié Lampe stets 
10 Minuten, um die Konstanz der Lichtstirke bzw. des Strahlungs- 
gemisches zu sichern. Zur Bestrahlung kamen in jedem Falle 10 cem 
der Saccharaseprobe, welche in der Schale eine sehr diinne Schicht 
bildeten. 


Die Bestrahlungsversuche unter Verwendung von Lichtfiltern 
wurden mit Hilfe des Scheibeschen Kiivettensatzes durchgefiihrt. Dies 
hat den Vorteil, daB die bestrahlten Schichtdicken stets genau be- 
stimmt waren und gewechselt werden konnten, wnd iiberdies die Rei- 
nigung der Kiivetten sehr leicht méglich ist. Zum Fixieren dieser 
BestrahlungsgefiBe diente eine Vorrichtung, welche eine sichere Auf- 


1 G. Gorbach, diese Zeitschrift 217, 440, 1930. 
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stellung derselben in lotrechter Richtung gestattet. Abb. 3 zeigt Jiesen 
von F. Fuhrmann konstruierten Halter und die Anordnung der Kii- 
vetten. Die obere PreBplatte ist gleichzeitig als Blende ausgebildet. 
wodurch eine Wirkung des Seitenlichtes vermieden wird. Wie friiher 
die Glasschale, so wurde hier der Halter samt den Kiivetten in Eis- 
wasser gestellt. Im speziellen Falle verwendeten wir fiir die Enzym- 
lésung eine Kiivette von 5mm Schichtlinge, fiir die Filterlésung 





Abb. 3. 


(Tryptophan 0,1°,) eine solche von 2.5mm. Die Enzymkiivette und 
die Filterkiivette waren durch ein Quarzfenster voneinander getrennt. 
Kin Durchmischen der Enzymlésung wahrend der Bestrahlung bewirkt 
bei diesen kleinen Schichtdicken gewisse Schwierigkeiten, weshalb 
es vorliufig unterblieb. Zur Bestimmung der Wirksamkeit vor und 
nach der Bestrahlung wurde die refraktometrische Methode benutzt. 
Mit Hilfe des dem Zeissschen Eintauchrefraktometer beigegebenen 
Metallbechers gelingt es, noch mit 3cem Enzym-Zucker-Phosphat- 
lésung genaue Messungen auszufiihren. Die Mebresultate sind in 
Tabelle I niedergelegt. 


Spektrophotographie der Saccharaseprdaparate. 


Die Absorptionsspektren wurden mit dem Spektrographen fiir 
Chemiker der Firma Zeiss aufgenommen. Als Aufnahmematerial dienten 
unsensibilisierte ,,Germania‘-Platten der Firma Lainer und Hrdliczka 
in Wien. Die Ultraviolettempfindlichkeit dieser Platte war geniigend 
groB, da es gelang, noch Strahlen bis 218 wu aufzunehmen. Als Licht- 
quelle wurde das Wolfram-Hochspannungspunktlicht verwendet. Der 
auf 10000 Volt transformierte und in Kondensatoren verdichtete 
Netzstrom betrieb die Wolfram-Funkenstrecke. Die quantitative Aus- 
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messung der Absorptionsspektren geschieht nach der Scheibeschen 
Methode der Vergleichsspektren. Vor jeder Messung mubte das den 
Praparaten als Desinfektionsmittel zugesetzte Toluol durch Aus- 
schiitteln und Filtration mit Paraffin entfernt werden, da es sonst die 
Absorption des Tryptophans tiberdeckt. Die konzentrierten Lésungen 
(Autolysate) wurden vor dem Absorptionsversuch verdiinnt. Diese 
Verdiinnung wurde als Anderung der Schichtdicke in Rechnung ge- 
zogen. Bei den beigegebenen Diagrammen ist auf der Abszisse die 
Wellenlange in yy, auf der Ordinate log! 20/d, wobei d in Millimetern 
zu rechnen ist, aufgetragen. Der Faktor 20 wurde nur zur Vermeidung 
negativer Logarithmen gewahlt. 

Zum SchluB sind die Tabellen I bis VI angehingt, welche jene An- 
gaben tiber die ausgefiihrten Versuche enthalten, auf Grund deren die 
Kurven der Abb. 1 und 2 konstruiert sind. 


Zusammenfassung. 

Die von verschieden reinen Enzympriiparaten erhaltenen Ultra- 
violettspektren zeigen unabhangig vom Reinheitsgrad ein Absorptions- 
band bei 270 wu. Die Scharfe desselben wechselt nach dem Reinheitsgrad 
der enzymatischen Substanz. Sie hat den Héchstwert bei Autolysaten 
und nimmt mit dem Reinheitsgrad ab. Das unter der Quecksilberlampe 
bestrahlte und dadurch unwirksam gewordene Praparat andert sein 
Absorptionsvermégen nicht meBbar. Reines Tryptophan absorbiert 
ebenso wie alle untersuchten Enzympraparate um 270 sys. Diese Ab- 
sorption muB daher dem Tryptophan zugeschrieben werden. Durch 
ihre quantitative Ausmessung kann der Tryptophangehalt der Priiparate 
festgestellt werden. Wabrend die Dialyse der Autolysate den Tryptophan- 
gehalt verringert, wird er, durch Adsorption an Tonerde und nachfolgende 
Elution auf Trockenriickstand berechnet, vermehrt. Die Steigerung 
des Tryptophangehaltes um das Zwélffache hatte eine Steigernung der 
Wirksamkeit um das Achtfache zur Folge. 

Bestrahltes Tryptophan zeigt in seinem Absorptionsspektrum 
derart eine Veriainderung, da seine Absorption fiir das langwellige 
Ultraviolett zunimmt. Dieser Umstand spricht dafiir, daB das Tryp- 
tophan den Trager der enzymatisch wirksamen Gruppe vorstellt. Die 
Inaktivierung des Invertins laBt sich nach diesem Ergebnis durch eine 
Zerstérung des Tryptophans als brauchbaren Trager erklaren. Da das 
Tryptophan dieselbe Extinktionskurve wie die Enzymlésungen zeigt, 
muB es, als Filtersubstaaz in Lésung vorgeschaltet, die darunter be- 
findliche Enzymlésungen vor der Wirkung des ultravioletten Lichtes 
schiitzen kénnen. Tatsiichlich gelingt es auf diese Weise, die Enzym- 
lésung trotz 60 Minuten dauernder Bestrahlung in ihrer vollen enzyma- 
tischen Wirksamkeit zu erhalten. 
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Tabelle I. 
Tryptophan (0,1°%), unbestrahlt; zu Abb. 1. 

‘ logt® - = i logto - * 2 logt0 - = 
227 3,301 294 2,301 306 1,245 
229 3,000 2,167 1,000 
230 2,866 2,000 0,903 
230,4 2,699 295 2,167 1,301 

2,903 2,124 307 1,301 
231.5 2,602 2,058 1,204 
2,522 296 2,342 0,944 
232 2,456 2,000 0,823 
2,602 2,000 1,000 
232.5 2,398 2,000 308 0,903 
234 2,468 297 2,000 0,866 
235 2,602 1,903 309 0,757 
2,602 298 1,903 0,699 
2,301 299 1,823 0,699 
2,342 1,944 310 0,602 
238,5 2,204 300 1,757 0,522 
240 2,301 1,699 311 0,643 
248 2,301 1,604 0,602 
251 2,468 1,903 312 0,456 
2,398 301 1,505 313 0,398 
257 2,602 1,602 315 0,342 
258 2,602 302 1,643 316 0,301 
259 2,699 1,468 
265 2,903 303 1,425 
284 2,903 1,359 
289 2,699 1,301 
290 2,602 304 1,204 
2,602 1,125 
292 2,522 1,301 
2,468 305 1,602 
2,602 1,301 
293 2,601 1,058 
2,456 1,167 


2,204 
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Tabelle II. 
Tryptophan (0,1°,), 1 Stunde bestrahlt; zu Abb. 1. 
uu logi0 . = un logi0 . * uu ogio = 
227 3,301 293 2.468 330 1,522 
228 3,000 2,301 333 1,699 
229 2,866 294.5 2,301 340 1,699 
230 2,699 2,204 1,522 
232.5 2,903 295 2,124 350 1.643 
2,602 296 2.301 352 1,565 
2,522 297 2.058 357 1,456 
237 2,602 298 2,167 364 1,602 
242 2,398 299 2,301 1,398 
251 2.602 300 2.000 1,398 
2,522 302,5 2,000 380 1,155 
263 2,699 1,944 394 1,342 
265 2,903 304 2.000 395 1,221 
280 2,699 305 1.903 406 1,301 
282 2.903 307 1,993 407 1.155 
286 2,602 312.5 1,866 419 1,097 
289 2,522 313 1,823 430 1,041 
291,5 2.456 325 1,699 450 1,000 
2,398 326 1,757 
Tabelle 111. 
Zu Kurve I in Abb. 2; Eluat. 
2 x »”) 
rn loglo - 7 A log!®. — A "” q 
225 1,769 253.5 1,602 298 1,124 
226 1,505 256 1.604 305 1,359 
227 1,604 259 1,769 1,301 
229 1,425 264 1.699 1,245 
232 1,602 280 1,602 1,058 
234 1,359 283 1,699 311 1,204 
236 1,301 1.643 1,000 
238 1,301 1,604 321 0,944 
242 1,359 1,468 390 0,903 
245 1,505 285 1,602 
246 1,425 287 1,505 
247 1.604 289 1,301 
250 1,602 295 1,204 
1.643 297.5 1,425 
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Tabelle 1V. 
Zu Kurve II in Abb. 2; Dialysat. 

» ; x» ; »”) 

4 log!® . 7 4 logt? - a 4 log!® - 7 
228 2,602 286 2,000 303 1,468 
229.5 2,301 288 2,204 805.5 1,602 
232 2,176 289.5 1,903 306 1,359 
233.5 2,000 291 1,903 307,5 1,301 
236.5 1,903 1,823 308 1,301 
238,5 1,823 294 1,769 1,204 
240 1,903 295 1,757 312 1,245 
242.5 2,000 296 1,903 314 1,124 
245 2.167 1,699 321 1,058 
249 2,301 297 1,604 322 1,204 
257 2,602 300 1,602 334 1,000 
270 2,602 1,505 339 0,944 
278 2,301 302 1,643 358 0,903 

284 2,167 1,425 
Tabelle V. 
Zu Kurve LIT in Abb. 2; Autolysat 

i logto . - i logto - j logi0 , - 
228.5 3,204 287 2.866 327 2,167 
3,070 2,769 329 2,000 
229 2.905 2.726 337 1,944 
2,806 288 2.660 337,5 1,903 
232 3,301 289 2,699 342 2,000 
233 3,204 2,604 344 1,903 
234 2,726 292 2,993 351 1,903 
236 2,726 2,692 1,823 
240 2,905 2.505 360 1,757 
242 3,070 293 2,522 365 1,823 
243 2,944 294 2,425 1,699 
245 3,090 295 2,692 366 1,903 
3,204 2,546 370 1,757 
247 3,058 2,456 373 1,769 
248 3,204 296 2,359 379 1,643 
249 3,124 297 2,468 383 1,699 
250 3,204 298 2,398 385 1,604 
251 3,301 301 2,301 394 1,602 
264 3,468 2,505 400 1,505 
272 3,204 303 2,342 404 1,643 
275 3,124 304 2.602 1,602 
277 3,058 2,245 406 1,425 
279 3,070 307 2,204 408 1,602 
280 3,000 308 2,301 416 1,359 
282 3,204 2,204 418 1,468 
283 2,944 311 2,124 437 1,301 
2,905 312 2,301 444 1,301 
284.5 3,000 318 2,058 450 1,245 
285 2,903 320 2,167 454 1,204 
286,5 2,806 325 2,000 464 1,124 
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Tabelle VI. 
Praparat: Eluat mit Zeitwert 1,8. 
8°, Rohrzucker, 


5ecm n/100 KH,PO,, Bestrahlungszeit 60 Minuten. 





Wirksamkeit in Refraktometerskalenteilen 
Zeit . - 
mit 2.5mm Filter 


Minuten vor der Bestrahlung nach der Bestrahlung 0,10) Tryptophan 


40 0,94 0.52 0.90 








Uber den Einflu6b der Reaktion auf die Oxydation 
yon Aminosiuren an Tierkohle. 


Von 
Max Gradwohl. 
(Stadt. Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechsel Wiesbaden. ) 


(Eingegangen am 8. Januar 1930.) 


Nach den Untersuchungen von Warburg (1) und seinen Schiilern, 
Ellinger und Landsberger (2) u.a. bewirken Hydroxylionen eine Stei- 
gerung der Oxydationsprozesse an der lebenden Zelle und am Kohle- 
atmungsmodell. 


Es ergab sich dabei, da die OH-Ionen nicht in das Zellinnere gelangen. 
sondern schon durch ihre Anwesenheit in der AuBenfliissigkeit oxydations- 
steigernd wirken. Ellinger und Landsberger fanden bei py 5,8 an Ginse- 
erythrocyten einen steilen Abfall der Atmung, dagegen bei zunehmende: 
Alkaleszenz bis py 8,25 lineare Oxydationssteigerung und am Modell- 
versuch an Tierkohle zwischen pg 8,25 und 4,55 starke Abnahme des Sauer- 
stoffverbrauchs mit dem gréBten Gefalle bei py 6,7 und 6,3. Diese Autoren 
kamen, nachdem sie einen Gang der Adsorption der Aminoséure an Tier- 
kohle mit dem py 7,7 bis 6,3 auschlieBen konnten, zu dem Ergebnis, dali 
die GréBe der Oxydation von Aminosiure (Tyrosin) an Tierkohle von de 
Reaktion des Milieus abhainge, ohne den zugehérigen Wirkungsmechanismus 
erkléren zu kénnen. 

Von mir mit Glykokoll am Kohleatmungsmodell angestellte Ver- 
suche ergaben ebenfalls die Abhangigkeit der Oxydation von der Re- 
aktion des Mediums, und zwar eine sehr betrachtliche Atmungszunahme 
bei steigender Alkaleszenz. Ich erhielt bei py 10,46 eine Oxydations- 
steigerung von iiber 80°, gegeniiber von Kontrollversuchen von py 7,16 
bis 7,36. 


Fiir diese Versuchsserie bediente ich mich der von Warburg (3) 
ausgearbeiteten und auch von Ellinger und Landsberger benutzten 
Methodik. Ich verwandte Mercksche Tierkohle und Mercksches Glykokoll 
(nach Sérensen). Zu einer mit m/30 Natriumphosphat -—- primires 
und sekundares in bestimmten Mengen — gepufferten Ringerlésung 
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gab ich so viel Glykokoll und Tierkohle, da8 in 1 cem 9 mg Glykokoll 
und 100 mg Tierkohle enthalten waren. Als Vergleichslésung, die ich 
in jedem Versuch verwendete, benutzte ich eine ebenfalls m/30 phosphat- 
gepufferte Glykokoll-Kohlensuspension von gleichen Mengenverhalt- 
nissen mit pq 7,16 bis 7,36. 1 ccm der angegebenen Suspension wurde 
in etwa 3 ccm fassende AnsatzgefaBe von Barcroft-Manometern gebracht, 
mit Sauerstoff 3 Minuten geliiftet und bei konstanter Temperatur 
(kleinere auftretende Temperaturschwankungen wurden durch ein 
stets mitlaufendes Thermobarometer angezeigt und_beriicksichtigt) 
von 37° im Thermostaten nach Eintritt des Temperaturausgleiches 
eine Stunde geschiittelt. Nach dieser Zeit erfolgte an den angeschlossenen 
Barcroftschen Manometern die Ablesung der Druckdifferenz. Im Inneren 
der Atmungstrége fand sich 0,1 cem 10°, ige Kalilauge zur Absorption 
der frei werdenden Kohlensaure. Die Berechnung des Sauerstoffkonsums 
erfolgte nach der von O. Warburg aufgestellten Formel. 

Die Ergebnisse sind aus folgender Tabelle ersichtlich, wobei Stab 3 
die sich ergebenden Mittelwerte der Kontrollversuche, welche ich in 
Stab 4 mit 100°, ansetzte, Stab 7 das Mittel der Versuchswerte und 
Stab 8 die prozentige Anderung des Sauerstoffverbrauchs enthalt. 











Tabelle I. 
er OR [ - am 4 3 ia i | 5 6 7 x 
2 REIS, } l : : 
Pay | “mes | Aria | le | Pe a “a | 
| 
| | 31,46 
728 | 2959 | ogs3 =| 100 | «884 | 8212 31,91 110,6 
28,06 | pe 
simcaie| 35,55 
7,38 | 3318 | s2.65 100 | 844 | 34,80 35,50 108 
’ | 36,15 
7,28 | 3062 | 21,70 «=| 100 | 849 | 2549 | ohne | 118 
22.56 | | 28,55 
716 | 3535 | 2246 | 100 | 859 Dee 27.20 121 
| | 
7,16 aoe | 80,58 100 8,59 roy 34,62 118 
. | , 
24,67 | | 28,40 ; 
720 | S593 | 23,80 100 861 | 54%) 27.96 118 
| | 
22,04 | 28,55 s 
7,20 22 '84 | 22,48 | 1m” 861 95 84 24,70 110 
23.16 | | 25,96 
7,34 | Sot8 | 2340 =| 100) 869 | 32,54 29 30 125 
nee | | | 99/39 
7,16 | ie | 18,82 100 8,80 , 36 22,44 121 


Q* 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








: 

PH 
7,36 
7,28 
7,28 


7,34 


7,32 
7,32 
7,34 
7,32 


7,22 


7,22 


2 


Atmung 


emm 


22,40 
21,84 


21,12 | 


21,33 
22.55 


22.86 | 


20,05 


22,70 
24,60 


23,63 
24,47 


24,67 


| 21,82 | 


24.59 | 
| 24,35 


| 21,15 


19,10 
22,70 


33,88 
30,82 


22,71 
21,49 


22,94 


| 24,78 | 
22,25 | 


22,63 
21,84 
20,78 
21,46 


| 26,10 


24,73 
23,74 


18,87 | 


19,29 


3 


Arithmetisches 


Mittel 


22,12 


20,99 


23,65 
24,05 
24,63 
22.70 
20,90 
32,35 
22,10 
23,86 
22,48 


21,36 


24,86 


19,08 


| 
| 


| 


4 


| 
| 
| 
% | 
1} 
| 
a 


100 


100 | 


100 





100 


100 | 
100 | 
100 | 
100 | 
100 | 
100 
100 
100 
100 


100 


100 | 


100 


5 


PH 


8,90 


9,06 


9,10 


9,10 


9,20 
9,30 
9,49 
9,48 
9,48 
10,10 
10,46 
10,48 
10,48 


6,78 


6,32 


5,98 


| 


6 


Atmung 


emm 


| 26,74 
| 27,38 


25,98 


| 27,80 
| 25,67 


29,30 
30,93 


24,19 


| 24,36 


24,52 
31,87 
29,79 
28,56 
34,75 
33,62 


81,89 | 


| 82,51 


| 33,95 | 


33,72 
28,19 


29,00 | 


28,38 


| 43,53 


44,99 


| 36,71 
| 39,16 


42,74 
44.94 


36,25 


87,15 | 


17,51 


19.27 | 


18,61 
20,45 


20,19 | 


21,37 


15,75 | 


15,48 


‘ 
Arithmetisches 
Mittel 


27,06 


26,38 


30,11 


24,36 


30,07 


34,18 
32,20 
33,82 
28,52 
44,26 
37,94 
43,84 
36,70 


18,46 


20,67 


14,97 


%9 


123 


124 


132 


83 


78 


Zum Vergleich stellte ich auch noch einige Versuche auf der sauren 
Seite an und konnte einen dauernden Abfall der Oxydation beobachten. 

Aufzuklaren war zunachst die Frage, ob es sich um einen Sauerstoff- 
mehrverbrauch infolge einer vermehrten absorptiven Bindung an Kohle 
handle, eine Frage, die schon Ellinger und Landsberger stellten. 
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In einer Schiittelvorrichtung wurden in einem Erlenmeyerkolben 
von 100 com Fassungsvermégen 50 ccm einer Glykokollésung in n/100, 
n/500, n/1000, n/5000 Natronlauge und auf der sauren Seite ent- 
sprechend Salzsaure in gleichen Verdiinnungen verschlossen eine halbe 
Stunde geschiittelt. Jeder Ansatz enthielt 500 mg Glykokoll und 1 g 
Tierkohle. Die Suspension wurde filtriert und in 25 ccm vom Filtrat 
mit Hilfe der Formoltitration nach Sérensen der Aminosiuregehalt 
bestimmt. 





Tabelle II. 
Gefundener 
Konzentration Pu Wert in ecem 9 
} n/10 Ba(OH), 
Leerwert . 4.5. n/100 NaOH 8,4 26,6 99,7 
IN ro 5 ge GEN n/100 NaOH 8,4 26,9° 97,2 
oS a ee n/500 NaOH 6,8 26,5 99,3 
ns ah oe es n/500 NaOH 6,8 25,7 | 96,5 
ee n/1000 NaOH 6,3 26,6 1 99,7 
Wee st Ss. oe n/1000 NaOH 6,3 25,9 | 97,2 
ee n/5000 NaOH 6,1 26,6 | 99.6 
Ae aa es n/5000 NaOH 6,1 25,9 97,2 
DE 65 SS n/100 HCl 3,8 26,6 99,7 
A a oe n/100 HCl 3,8 25,7 96,5 
a ee n/)00 HCl 44 26,5 99,4 
[0 Eee n/500 HCl 4,4 25,9 97,2 
EE eee n/1000 HCl 5,0 26,6 99,7 
Versuch. . S Bota n/1000 HCl 5,0 25,7 96,5 
rea n/5000 HCl 5,6 26,5 99,4 
Ween sa aoe es n/5000 HCl 5,6 25,9 97,3 


Wie sich aus der Tabelle ergibt, ist die Abhangigkeit der Adsorption 
des Glykokolls an Tierkohle von der Reaktion eine derart geringe, daB 
ich eine Beeinflussung der Oxydation ausschlieBen konnte. 

Um festzustellen, ob es sich bei dem in alkalischem Milieu gesteigerten 
Sauerstoffkonsum um eine unspezifische Gasbindung oder um einen 
tatsaichlichen oxydativen Mehrverbrauch an Sauerstoff handele, stellte 
ich Versuche mit Blausiure an und konnte wie O. Warburg (4) finden, daB 
die Verbrennung von Glykokoll an Tierkohle bei py 8,23 bis 8,62 schon 
bei einer Cyankonzentration von n/10000 etwa 45 bis 50°, bei n/1000 
sehr stark, etwa 70°, gehemmt und bei n/500 Cyanwasserstoff voll- 
kommen aufgehoben war. 

Die Messung der Oxydationsgeschwindigkeit geschah nach der 
Druckmethode nach Warburg in oben geschilderter Weise. Die Suspen- 
sionsfhissigkeit bestand aus den bereits angegebenen Blausiure- 
konzentrationen und 9mg Glykokoll und 100mg Tierkohle. Die 
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Versuchsdauer war eine Stunde. Die mitlaufenden Kontrollversuche 
werden wieder in der Tabelle mit 100 °/, angesetzt, die Hauptversuchs- 
werte entsprechend umgerechnet. 











Tabelle III. 
Binesbiedeensentietion PH thing | * iieeaiaihiea ae " 

sip 730 ~=«| «ata 100 
n/10000 8,52 1220 | 57 
n/1000 8,48 838 | 39 
n/500 8,48 - | ia 

—_ 7,16 21,40 100 
n/10000 8,28 20,78 58 
n/1000 8,28 9,42 29 
n/500 8,22 _ — 

~ "7,85 33,18 100 
n/10000 8,65 19,06 50 
n/1000 8,62 8,78 26 
n/500 8,60 — — 

~ 7,31 19,35 100 
n/10000 8,57 10,02 51 
n/1006 8,51 4,81 25 
n/500 8,51 pei nla 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB bei alkalischer Reaktion eine 
O,-Bindung unabhangig von der Eisenkatalyse nicht stattfindet, 
sondern da der Gesamtverbrauch an Sauerstoff bei alkalischer Reaktion 
durch Cyanwasserstoff gelahmt wird. Die Steigerung des Sauerstoff- 
konsums bei alkalischer Reaktion ist also eine reine Oxydations- 
steigerung. 

Die obigen Ergebnisse machten es nétig zu priifen, ob die nach 
vorangehender Atmung im Tierkohlefiltrat vorhandenen Aminosaure- 
werte — bestimmt mit der Sérensenschen Formoltitrationsmethode — 
bei alkalischer Reaktion des Versuchs andere seien als bei saurer. 

Zu Ansitzen von je 50 ccm n/100, n/500, n/1000 und n/5000 Natron- 
lauge auf der alkalischen, und n/100, n/500, n/1000 und n/5000 Salz- 
saéure auf der sauren Seite gab ich 500 mg Glykokoll und 1 g Tierkohle 
und schiittelte diese Suspension in einem Erlenmeyerkolben von 100 ccm 

* Fassungsvermégen 4 Stunden im Thermostaten bei gleichbleibender 
Temperatur von 37°. Es wurde sodann filtriert — bei den alkalischen 
Suspensionen nach vorheriger Zugabe von je 2ccm n/Salzsiure zur 
Bindung des Ammoniaks — und in 25ccm des Filtrats nach der 
Sérensenschen Formoltitrationsmethode die Aminoséuren bestimmt. 
In der Tabelle sind die wiedergefundenen Glykokollwerte der insgesamt 
verwendeten Suspension angegeben. Die py-Werte schwanken zwischen 
3,8 und 8,4. 
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Tabelle IV. 
a> eT <r : Glykokoll 
Konzentration Lisung wiedergefunden Pu 
mg 
n/100 NaOH 367,5 8.4 
n/100 HCl 364,6 3,8 
n/590 NaOH 367,3 6,8 
n/500 HCl 873.3 4,4 
n/1000 NaOH 367,5 6,3 
n/1000 HCl 870,2 5,0 
n/5000 NaOH 367,3 6,1 
n/5000 HCl 879,2 5,6 


Auffallenderweise fand sich, daB die Formoltitration des Gly- 
kokolls in den Filtraten praktisch keinen Unterschied bei saurem 
und alkalischem Milieu ergab. Wir haben somit den interessanten 
Befund, daB bei alkalischer Reaktion der. Sauerstoffverbrauch der 
Tierkohle-Glykokoll-suspension zwar erheblich gréBer ist als bei 
saurer, daB aber die Menge der verschwindenden Aminoséure prak- 
tisch gleich ist. 


Eine Erklarung fiir diesen eigenartigen Befund war dadurch denkbar, 
daB die Oxydation bei saurer und alkalischer Reaktion zwei verschiedene 
Wege geht und dadurch bei annahernd gleicher Glykokollverbrennung 
ein verschieden groBer Sauerstoffkonsum zustande kommt. Um iiber 
diese Annahme greifbare Vorstellungen zu bekommen, habe ich in 
weiteren Versuchen nach der von O. Warburg angegebenen Methode 
gleichzeitig Sauerstoffverbrauch und Koblensaéureproduktion der Tier- 
kohle in Glykokollésung bei saurer und alkalischer Reaktion gemessen 
und aus den beiden gewonnenen GréBen nach Art des ,,respiratorischen 
Quotienten“ eine Relation gebildet. 


Ich arbeitete nach der von Warburg (5) beschriebenen Methode. 
Auf der sauren Seite verwandte ich m/30 primiares Natriumphosphat-, 
auf der alkalischen m/30 sekundires Natriumphosphatgemisch. Die 
Konzentration der Lésung war so, daf auf 10 ecm Phosphatgemisch 
0,1 g Glykokoll und 0,2 g Tierkohle kamen. Auf der sauren Seite be- 
nutzte ich GefaBe von einem Fassungsvermégen von etwa 3 ccm, die 
ich, um gréBere Ausschlige zu erzielen, mit 1,8ccm der Suspension 
beschickte, wahrend ich in das Innengefa8 zur Absorption der Kohlen- 
siure 0,2 ccm 10 %ige Kalilauge gab. Ich erhielt dadurch den Wert K;{ a 
bzw. mit der bereits oben angefiihrten Formel den Wert zo, = Sauerstoff- 
konsum. Um Kj 0, berechnen zu kénnen, machte ich die gleichen An- 
satze in gleich groBen GefaBen, aber ohne Zugabe von Kalilauge. Auf 
der alkalischen Seite benutzte ich GefaBe von etwa 30ccem Volumen, 
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beschickte sie mit 9,5. ccm Suspension gleicher Konzentration. In 
die Birne gab ich '% ccm n Schwefelséure, welche 2 Minuten vor 
Beendigung des Versuchs aus der Birne in die iibrige Fhissigkeit 
gekippt wurde. Zu gleicher Zeit lie’ ich Manometer — soweit es 
aus technischen Griinden ging, von gleichen oder beinahe gleichen 
Volumen — mit demselben Suspensionsinhalt als Leerversuche mit- 
laufen, die ich nach Temperatur- und Druckausgleich nur 2 Minuten 
bei verschlossenem Hahn im Thermostaten schiitteln lie}, um dann 
die in der Birne befindliche n Schwefelsiure auszukippen. Dieser 
gefundene Wert wurde dann vom abgelesenem Versuchswert subtra- 
hiert. Die dann nach Feststellung von Ko, errechnete Zahl ergab 
Ko, Zur Bestimmung von Kj, gab ich in OxydationsgefaBe 
von gleichem Volumen 10 ccm Suspension und ins Innengefai® 
lecm 10°%,ige Kalilauge. Samtliche GefaBe wurden an Barcroftsche 
Manometer angeschlossen und im Thermostaten bei konstanter 
Temperatur von 37° eine Stunde geschiittelt. Aus den an den 
Manometern abgelesenen Druckinderungen lassen sich unter Be- 
ricksichtigung der GefaBvolumina und der Absorptionskoeffizienten 
der Gase die verschwindenden und produzierten Gasmengen nach den 
von O. Warburg aufgestellten Formeln berechnen. 


Tabelle V. 





Gefibvolumen | Abgelesener ce Respiratorischer 
eem Wert “C Oe Quotient 


KOH XO, 








Respiratorischer Quotient bei saurer Reaktion 


4,89 30 mit 8,01 
5,54 8 ohne 7,52 0,93 
4,95 25 mit 6,63 
5,52 10 ohne 5,68 0,88 
4,98 25 mit 6,67 
5,52 | 8 ohne 5,32 0,79 
501 | 21 mit 5,66 
5,54 6 ohne 3,85 0,68 
4,95 | 20 mit 5,31 

‘ 5,54 6 : ohne 4,37 0,82 
5,01 | 22 mit 5,93 
4,95 | 7 ohne 5,50 0,93 
514 | 21 mit 5,90 
5,52 | 8 ohne 4,30 0,78 
514 16 mit 4,49 | 
5,52 5 ohne 3,87 0,87 
5,14 16 mit 5,80 ‘ 
5,54 8 ohne 417 | 0,72 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Respiratorischer 


GefiBvolumen Abgelesener - } 
Wert KOH 70, ZOO, Quotient 


ecm 


Respiratorischer Quotient bei alkalischer Reaktion 


30,10 28 mit 5,02 
30,10 24 ohne 12,04 2,30 
30,44 26 mit 4,50 
31,02 24 ohne 11,53 2,50 
30,50 25 mit | 4,83 
30,50 17 ohne 9,49 2,10 
30,44 26 mit 5,50 
31,02 22 ohne 10,65 2,30 
30,44 26 mit 4,50 
30,10 22 ohne 10,32 . 2,80 
30,44 21 mit bo RF 
30,50 17 ohne 9,56 2,30 
30,10 17 mit 3,05 
30,50 14 ohne 9,40 2,10 


An Hand der Tabelle zeigt es sich, daB der gesteigerten Sauerstoff- 
aufnahme bei alkalischer Reaktion eine viel stirkere Koblensiure- 
produktion gegeniiber dem sauren Milieu entspricht. Der ,,respira- 
torische Quotient‘: betrigt bei saurer Reaktion im Mittel 0,81, bei 
alkalischer im Mittel 2,27. Es scheint nach diesen Ergebnissen ein 
grundlegender Unterschied zwischen dem Oxydationsweg des Glykokolls 
an Tierkohle bei saurer und alkalischer Reaktion zu bestehen. Man 
k6nnte auf der sauren Seite fiir einen Teil der verschwindenden Glykokoll- 
molekiile an eine hydrolytische Desaminierung zu Glykolsdure, deren 
Oxydation zu Glyoxylsdure und an deren Bestehenbleiben als stabile 
Zwischenprodukte denken. Bei der alkalischen Reaktion dagegen 
kénnte eine teilweise Oxydation des Glykokolls bis zu den Endprodukten 
mit einem Oxydationsquotienten von etwas tiber 2,0 erfolgen, wenn 
die Annahme komplizierter Umbauprozesse an Glykokoll durch Tier- 
koble gemacht wird. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird in Ubereinstimmung mit Ellinger und Landsbe rger eine 
betrichtliche Oxydationssteigerung von Aminosiiure an Tierkohle bei 
zunehmender Alkaleszenz gezeigt. 

2. Die Adsorption des Glykokolls an Tierkohle ist von der Reaktion 
praktisch unabhangig. 

3. Es konnte durch Vergiftung der Tierkohle mit Cyan gezeigt 
werden, daB die Steigerung des Sauerstoffkonsums bei alkalischer 
Reaktion eine echte Oxydationssteigerung ist. 
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4. Es fand sich, daB der Sauerstoffkonsum der Tierkohle-Glykokoll- 
suspension bei alkalischer Reaktion zwar erheblich gréBer ist als bei 
saurer, das aber die Mengen der verschwindenden Aminosauren, be- 
stimmt mit der Sérensenschen Formoltitration, praktisch gleich sind. 

5. Es wurde nach der von Warburg angegebenen Methodik gleich- 
zeitig Sauerstoffverbrauch und Kohlensaureproduktion bei saurer 
und alkalischer Reaktion bestimmt und aus beiden GréBen ein Oxy- 
dationsquotient gebildet. Er betragt bei saurer Reaktion 0,81, bei 
alkalischer 2,27. Infolgedessen iibersteigt die Kohlensiureproduktion 
bei alkalischer Reaktion die Erhéhung des Sauerstoffkonsums erheblich 
und es miissen zwei verschiedene Oxydationsmodi angenommen werden. 
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Uber Zuckerperfusionsyersuche an der Schildkréte. 


Von 


Fritz Lieben und Gabriele Ehrlich. 
(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1930.) 


In einer vorhergehenden Arbeit haben wir es fiir geboten gehalten, 
in einigen ,,experimentell méglichst einfach zu haltenden Fallen zu 
untersuchen: welche der beiden Hexosen, Glucose oder Fructose, 
greifen organische Zellen und Gewebe rascher an'?“ Wir glaubten 
eine relativ einfache Versuchsanordnung in der Durchstrémung des 
Kreislaufs bei der Schildkréte gefunden zu _ haben, zumal wir? vor 
einiger Zeit bei T’estudo graeca nach Injektion von Aldol in die Leber 
und Entleerung durch eine peripbere Vene einen starken Abbau dieses 
Stoffes unter Bildung von f-Oxybuttersiure wahrgenommen hatten. 


Von solchen Untersuchungen an der Schildkréte liegen die Arbeiten 
von Grube*® vor, der bei Durchstrémung der Leber mit HCOH die Bildung 
von Glykogen nachwies. Von sonstigen Durchstrémungsversuchen mit 
Zuckern seien die bekannten Arbeiten der Embdenschen * Schule genannt, 
besonders die von Isaac®, der die Umwandlung von Fructose in Glucose 
durch die iiberlebende Leber beim Phlorrhizintier zeigte, die Versuche an 
Menschen und Tieren von Woodyatt, Sansum und Wilder*, ferner die 
wichtigen Untersuchungen von Bornstein? und Griesbach®, die bei Durch- 
strémung der Hundeextremitaét unter anderem den Abbau von Glucose 
und Fructose nicht stark verschieden fanden. 


1 F, Lieben und G. Ehrlich, diese Zeitschr. 216, 4, 1929. Vgl. auch zu 
diesem Thema die Bemerkungen K.H. Barrenscheens und Mitarbeiter, 
ebendaselbst 177, 67 (speziell 'S. 70), 1926. 

2 Dieselben, ebendaselbst 198, 317 (speziell S. 326), 1928. 

K. Grube, Pfliigers Arch. 121, 636, 1908; 126, 585, 1909. 

G. Embden, E. Schmitz, M. Wittenberg, H. 88, 210, 1913. 

S. Isaac, H. 89, 78, 1913; S. Isaac und EH. Adler, H. 115, 105, 1921. 
R. T. Woodyatt, W. D. Sansum, R. M. Wilder, Journ. of Amer. Med. 
Ass. 65, 2067, 1915. 

7 A. Bornstein und H. Vélker, diese Zeitschr. 209, 163, 1929. 

8 W. Griesbach, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 65, 172, 1928; dort auch 
frithere Arbeiten. 
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Obwohl sich fiir die Versuchstechnik der Durchstrimung im 
ganzen Tier die Schildkréte recht geeignet erwies, lieB sich der ur- 
spriinglich beobachtete Vergleich der Angriffsgeschwindigkeiten nicht 
durchfiihren, aus Griinden, die unten angefiihrt werden. Unsere Er- 
fahrungen bei den Versuchen seien in aller Kiirze mitgeteilt. 

Als Versuchsobjekt diente die Sumpfschildkréte (Emis orbicularis) ; 
die Versuche wurden im Wiener Physiologischen Universitats-Institut 
in der Abteilung von Prof. Kolmer ausgefiihrt, dem wir fiir die Aus- 
fiihrung der Operationen am Tiere und sonstige hilfreiche Unterstiitzung 
zu gréBtem Danke verpflichtet sind. 

Nach Abhebung des Bauchschildes wird eine Glaskaniile, die 
durch einen kurzen Schlauch mit einer Biirette verbunden ist, in die 
oberflichlich gelegene Vena abdominalis eingefiihrt und unter sorg- 
faltiger Vermeidung einer -Luftembolie mit Kaltbliiterringer das 
Blut ausgewaschen, hierzu waren etwa 500 ccm notwendig. Es folgt 
das Durchleiten der Zuckerlésung, gewéhnlich etwa 300 ccm; die ab- 
flieBende, in einer Schale gesammelte Flissigkeit wird nach sorgfaltiger 
Filtration immer wieder durchgeschickt (vier bis fimfmal); das Tempo 
des Durchleitens wird dabei so reguliert, daB diese Operation etwa 
2, bis 3 Stunden dauert. Die schlieBlich erhaltene Flissigkeitsmenge 
ist natiirlich geringer als die urspriinglich eingefiihrte, da betrichtliche 
Mengen im Tiere, ferner auf dem Filter zuriickbleiben. Es ist also 
nicht méglich, die tatsichlich eingebrachte Zuckermenge in Grammen 
genau anzugeben. Dies ware nun auch nicht nétig, wenn man nur die 
eingefiihrte Zuckerlésung mit der abflieBenden zu vergleichen brauchie. 
Es hat sich aber herausgestellt, daB bei weiterem Nachwaschen mit 
groBen Mengen Kaltbliiterringer (600 bis 800 ccm) ein groBer Teil 
des scheinbar ,,verschwundenen‘‘ Zuckers wieder zum _ Vorschein 
kommt, so daB beim Versuch mit 2° iger Zuckerlésung ein Defizit 
iiberhaupt nicht zu konstatieren ist. Dies andert sich bei Verwendung 
von 0,5°iger Zuckerlésung; hier tritt auch, wenn man bis zum Ver- 
schwinden der Reaktion nach Trommer nachwiascht, ein Zuckerverlust 
gegeniiber der eingebrachten Menge zweifellos ein. Doch ist eine genaue 
Bilanzerstellung nicht méglich, da nunmehr natiirlich in Grammen 
gerechnet werden mu8, und zwar wohl die zuriickerhaltene, aber, wie 
oben erwihnt, nicht die eingebrachte Menge genau angegeben werden 
kann. (Der Gesamtwert der eingebrachten Lésung wire zu hoch, 
da beim spateren Filtrieren wesentliche Zuckermengen auf dem Filter 
zuriickbleiben, der Wert der schlieBlich ausgeflossenen Lésung — auf 
Grund der urspriinglichen Konzentration berechnet —- aber natiirlich 
zu niedrig, da ja viel Fliissigkeit samt dem Zucker in dem Tiere zuriick- 
gehalten wird.) War also ein Verbrauch des Zuckers sicher festgestellt, 
so war ein Vergleich der Verbrauchsgeschwindigkeit fiir Glucose und 
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Fructose deswegen nicht méglich, weil bei den Durchstrémungs- 
versuchen mit Fructose stets auch Glucose in der ablaufenden Fliissigkeit 
angetroffen wird. Diese konnte teils (vgl. Jsaac, |. c.) aus der zugesetzten 
Fructose entstanden sein, teils konnte sie aus den Glykogendepots 
der Leber stammen; es spielen wohl beide Entstehungsméglichkeiten 
mit. Wird dagegen im Blindversuch lediglich mit Kaltbliiterringer 
durchgewaschen, so findet sich in der entleerten Flissigkeit itiberhaupt 
keine Glucose, zu deren Auftreten eben offenbar die Zufuhr von Fructose, 
aber wohl auch die Reizwirkung auf die Leber durch den eingefiihrten 
Zucker notwendig ist. 

Die Menge von Fructose bzw. ihr Verbrauch 1a8t sich nach der 
kirzlich von Kruisheer! beschriebenen Methode neben Glucose be- 
friedigend bestimmen, nicht aber das Verschwinden der Glucose, 
da die zugefiihrte von der eventuell aus Fructose umgewandelten 
bzw. aus dem Leberglykogen abgebauten derzeit nicht unterschieden 
werden kann und eben diese letztere Quantitaét von Tier zu Tier natur- 
gemaéB variiert. Wird auf Grund unserer Versuche eine solche Menge 
schatzungsweise in Rechnung gestellt, so zeigt sich, daB der Unterschied 
in der Angriffsgeschwindigkeit fiir beide Hexosen keinesfalls sehr be- 
deutend sein kann. Bei Versuchen, wo gleichzeitig mit Fructose und 
Glucose jeder Zucker in 0,25 °,iger Lésung durchstrémt wurde, ergab 
sich dementsprechend, daB bedeutend mehr Fructose verschwunden 
war als Glucose, doch muB die Differenz natiirlich hauptsachlich auf 
das Konto der Umwandlung bzw. Ausschiittung gesetzt werden. Die 
letzterwihnten Versuche waren unternommen worden, um von den 
individuellen Verschiedenheiten der Versuchstiere unabhangig zu sein; 
allerdings ist hierbei zu bedenken, daB sich die beiden Hexosen im Ver- 
brauch gegenseitig beeinflussen kénnten. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, das Glucose und Fructose, 
in 0,5°%iger Lésung durch den Kreislauf einer Sumpfschildkréte 
geschickt, angegriffen werden, wobei jedoch zu _ beriticksichtigen ist, 
daB beim Nachspiilen mit Kaltbliiterringer etwas von der ver- 
schwundenen Zuckermenge wieder zum Vorschein kommt. Man findet 
in der austretenden Fliissigkeit stets weniger Fructose als Glucose, 
dieses Phianomen diirfte jedoch teils auf Umwandlung von Fructose 
in Glucose, teils auf Ausschiittung der letzteren aus der Leber infolge 
Reizwirkung beruhen, so daB ein strikter Vergleich der Verbrauchs- 
geschwindigkeiten der beiden Hexosen nicht durchgefiihrt werden 
konnte. 


1 C. J. Kruisheer, diese Zeitschr. 207, 441, 1929; s. auch die Tabelle 
bei N.Schoorl und A. Regenbogen, Zeitschr. f. analyt. Chem. 56, 191 
(bzw. 200), 1917. 
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Weitere Untersuchungen zum Jodproblem. 


Von 
E. Glimm. 


(Nach Versuchen von J. Jsenbruch und St. Halasa.) 


(Aus dem Nahrungsmittelchemischen Institut der Technischen Hochschule 
zu Danzig.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1930.) 


Mit der friiher beschriebenen Methode zur Bestimmung kleinster 
Jodmengen (1) haben wir eine Reihe von Nahrungsmitteln unserer 
Danziger Gegend untersucht. 


Unsere Methode hat uns hierbei beste Dienste geleistet; sie hat sich 
in einer Reihe von Instituten des In- und Auslandes ebenfalls bewahrt. 
Zu der ,,Bemerkung“ Pfeiffers (2) tiber die von uns beschriebene Methode 
miissen wir wiederholen, da wir mit seiner Vorschrift in der damals vor- 
liegenden Form nur ungeniigende oder sicher falsche Werte erhielten. Im 
iibrigen haben wir nicht die Absicht, in einen Prioritatsstreit mit Pfesffer 
iiber die J-Bestimmungsmethode des sauren Aufschlusses unter Zusatz 
von H,O, in geschlossener Apparatur einzutreten, da das Prinzip dieser 
Methode von Wilke-Dorfurth (3) frither beschrieben worden ist. Uns handelt 
es sich nur um die bestmégliche Anwendung dieser von Wilke-Dérfurth 
an Béden und Gesteinen ausgearbeiteten Methode auf das_ biologische 
Gebiet, und da glauben wir, unsere Erfahrungen und die aus diesen Er- 
fahrungen sich ergebenden Verbesserungen mitzuteilen durchaus das 
Recht zu haben. Unterdessen hat Pfeiffer (4) seine AufschluBmethode 
modifiziert, und wir haben mit Interesse feststellen kénnen, daB er nun 
unsere Apparatur ebenfalls verwendet, wie ein Blick auf die beiden in den 
angezogenen Arbeiten abgebildeten Figuren ohne weiteres zeigt. Pfeiffer 
erwahnt freilich nicht, daB diese Apparatur von uns angegeben worden ist. 


Im folgenden geben wir, in TabelleI zusammengefaft, die bei 
der Untersuchung nach unserer Methode erhaltenen Jodwerte einer 
Reihe von Nahrungsmitteln und setzen die von Fellenberg fiir die 
Schweiz gefundenen Werte daneben. Der wesentlich stiarkere Jod- 
reichtum unseres Kiistenlandes gegentiber dem Hochgebirge des In- 
landes wird deutlich sichtbar. 
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Tabelle I 
Bezeichnung In Danzig Von Fellenberg 
7 Y 
Oe SS ee ae are ae ee 85 — 
s eee ee 340 — 
Sr S95. er Se ees. < 70 12—26 
Amerika bis 64 
Weizenmehl, Handelsware ...... 38 == 
I tr cr are eae eae ng. 210 -- 
et aR Ga oar ea oe ae 50 20—60 
NT ee ee 23 _ 
Roggenfuttermeh]. ......... 130 — 
ES oe Oe eee! Ss wits aS 90 22 
| te. a eee ee ee 100 36 
Vorzugsmilch Wossitz . ..... - 90 . 
- es. ks 4 eae a — 15—45 
- ee ne Pee 60] . 
ES ee eee eee 36 


Allgemein konnte mit diesen Resultaten festgelegt werden, dab 
in dem Danziger Bezirk ein Jodmangel nicht besteht, da der Jodgehalt 
unserer Nahrungsmittel das Jodminimum bei weitem deckt. Die Werte 
liegen durchgangig héher als sie von Feilenberg in der Schweiz fand. 

Die erhaltenen Werte zeigen, da im Getreidekorn die AuBere 
Schicht jodreicher ist als der innere Mehlkérper. Die Mehle sind 
deshalb wesentlich jodirmer als die abfallende Kleie. Es scheinen 
hier ahnliche Verhaltnisse vorzuliegen wie bei den iibrigen Mineral- 
bestandteilen und bei den Vitaminen. 

Eine weitere Serie von Untersuchungen betraf die Verteilung 
des Jods im Getreidekorn. 1 kg Weizen — Sommerweizen Wossitz - 
enthielt 72,3 J. Die Kérner wurden zerschnitten und im unteren, 
dem Keimlingsdrittel, im Mittelkorn und in den Spitzen das Jod be- 
stimmt. Die Keimlinge enthielten 47,55 y J, das Mittelkorn 36,92 y J 
und das Spitzenkorn 425 y J, berechnet auf 1 kg. Auffallenderweise 
ist also der Gehalt des Keimlings an Jod nicht wesentlich héher als 
der des Mittelkorns und wesentlich niedriger als der Jodgehalt des 
Spitzenkorns. Dies ist um so bemerkenswerter, als der Keimlingsteil 
bekanntlich besonders reich an Mineralbestandteilen und an Vitaminen 
zu sein pflegt. Wir sind dabei, dise Befunde an einem gréBeren Materia! 
und bei den anderen Getreidearten nachzupriifen und zu erweitern. 

Noch im Zusammenhang mit den Untersuchungen zur Jodmangel- 
theorie des Kropfes haben wir auf Veranlassung von Herrn Dr. med. 
Liek, Danzig, den Jodgehalt einer gréBeren Reihe von menschlichen 
Schilddriisen bestimmt. 

Bei der Bestimmung des Jodgehalts der Schilddriisen waren 
wir uns durchaus im klaren, da diese Bestimmung keinesfalls einen 
Einblick in den Funktionszustand dieses Organs gewahrt. Es kann 
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ja wegen der Unzulanglichkeit unserer derzeitigen chemisch-analytischen 
und pharmakologischen Methoden eine Scheidung des Jodstoffwechsels 
schlechthin von dem des aktiven Jods noch kaum erfolgen. Es erscheint 
aber doch notwendig, auf das Wiinschenswerte dieser Trennung nach- 
driicklich aufmerksam zu machen. Vom tierischen Organismus wissen 
wir, daB ein Teil des Jods in besonders aktiver Form auftritt als Hormon 
der Schilddriise, als Thyroxin. Bei den Untersuchungen und Frage- 
stellungen iiber die Beziehung der Schilddriisenerkrankungen zum 
Stoffwechsel ist bislang ausschlieBlich versucht worden, aus dem 
Gehalt der Schilddritse oder anderer Organe oder des Blutes an Jod 
schlechthin Riickachliisse auf die Bedeutung des Jods fiir die Funktion 
der Schilddriise zu ziehen. Aber nicht das Jod selbst ruft die typische 
Schildriisenwirkung hervor, sondern das Thyroxin, dessen pharma- 
kologische Eigenschaften sich von denen des Jods ebensoweit unter- 
scheiden wie die des Phosphors von seinen Verbindungen. 

Wenn also die summarische Bestimmung des Jods in den ver- 
schiedenen Organen nur bedingten Wert hat, so wurden doch von uns 
seit etwa 3 Jahren zahlreiche Untersuchungen hieriiber ausgefiihrt. 
Sie konnten jedenfalls das Problem der Jodmangeltheorie mit ent- 
scheiden helfen, fiir das hiesige medizinische Kreise sich lebhaft 
interessierten. Die Schilddriisen entstammten an unterschiedlichen 
Krankheiten gestorbenen Personen und waren uns vom Pathologischen 
Institut Danzig und von Herrn Dr. Liek entgegenkommenderweise 
zur Verfiigung gestellt worden. Die erhaltenen Werte sind im einzelnen 
am Schlusse der Arbeit tabellarisch zusammengestellt. In der folgenden 
Ubersicht haben wir die mittleren Jodwerte verschiedener Lebens- 
stufen zusammengefaBt. 





Tabelle II. 
Gewicht der Jod in der Jod inlg 
Lebensalter Schilddriise Schilddriise Schilddriise 
mg mg 7 
Totgeburten ...... | 25 0,9295 11,1 
Le ee H 49 0,880 180 
8 bis 20 Jahre. . oA 18,9 7,80 445 
Se ae 20.7 8,9 298 
Uber 60 amet lptcih tie 34.6 11,6 343 


Die Konzentration des Jods in der Driise ist also nach dem Lebens- 
alter sehr verschieden. Am geringsten, und zwar in einem von Fehlern 
der Methode oder Fehlern der kleinen Zahl unabbiangigen Werte, 
ist der Jodgehalt der Totgeburten. Der Jodgehalt betragt bei ihnen 
etwa den 30. Teil der Schilddriisen von Erwachsenen. Leider ist Naheres 
iiber die Ursache der Totgeburten nicht mehr zu erfahren. Es bleibt 
also ganz dahingestellt, ob der geringe Jodgehalt und damit eine 
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Unterfunktion der Driise den Anlaf oder einen MitanlaB zur Lebens- 
unfahigkeit des Neugeborenen bedeutete und gesunde Neugeborene 
eine héhere Jodkonzentration der Schilddriise aufweisen. Jedenfalls 
ist auch im Kindesalter die Jodkonzentration der Schilddriise geringer 
als spater. Von den Schilddriisen der Kinder unter 8 Jahren hatte nur 
eine einen Jodgehalt, der in den Durchschnittsbereich der Erwachsenen 
oder Halberwachsenen hineinreicht; der Mittelwert fiir die iibrigen 
fiinf betragt nur 148 y J. 

In den Gruppen der Lebensalter 8 bis 20, 21 bis 60 und iiber 
60 ist die Jodkonzentration der Dritse annahernd gleich. Ob aus dem 
etwas héheren Werte der Gruppe 8 bis 20 Jahre der SchluB zu ziehen ist, 
daB in diesen Zahlen die verstirkte Tatigkeit der Schilddriise in den 
Pubertiatsjahren zum Ausdruck kommt, wollen wir nicht entscheiden, 
da hierzu ein noch gréBeres Material zur Verfiigung sein miiBte. Die 
Konzentration der Schilddriise an Jod steigt also von der Geburt 
bis zur Erreichung der Geschlechtsreife um das Doppelte bis Drei- 
fache an, um dann bis in das spateste Alter annahernd konstant zu 
bleiben. 

Das absolute Gewicht der Driise steigt von etwa 3 g bei der Geburt 
mit dem Alter an und erreicht das Maximum mit 34,6 g erst in der 
Gruppe iiber 60 Jahre. Der Gesamtjodgehalt der Driise nimmt daher 
ebenfalls dauernd zu und erreicht im Mittel der von uns untersuchten 
Fille das Maximum erst in der Lebensstufe iiber 60 Jahre mit 11,6 g 
in einer Driise. 

Der mittlere Jodgehalt der Schilddriisen von 42 erwachsenen 
Personen der Danziger Bevélkerung war 10,4 mg, liegt also etwas héher 
als Jolin (5) fiir Schweden als Mittel aus 108 Fallen mit 8,5 mg und 
Lunde, Closs und Wiilfert (6) fiir Norwegen im Mittel von sieben Fallen 
mit 8,9 mg Jod anfiihren. 

Die von uns ausgefiihrten Untersuchungen von Schilddriisen 
Kropfkranker geben wir in der Tabelle IIT wieder. ; 


Tabelle III. 





Gewicht d. Jod in y Jod 
i te- Alte . : tfernt 2 | any 
Nr. ees ad Krankheit “a Par inlg Bemerkungen 
Driise 
Jahre 4 mg 
1 Frau 25 Basedow 40,5 8 203  Weder Jodanstrich noch 
Jod als Medikament 
2 =. 28 P 26 9 360 | Ebenso 
3 ‘ 35 * 95 19 290 ‘ 
4 Mann 45 52 12 230 Driise enthialt 


krnige Teile von 
Carb. und Phosph. 
5» Frau 70 | Kropf, kein 139 235 162 | Weder Jodanstrich noch 
Basedow 
js 65 ebenso 51 94) 185 


Jod als Medikament 
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Der Gesamtjodgehalt dieser Driisen schwankt innerhalb des 
Rahmens wie bei den Driisen nicht schilddriisenkranker Personen. 
Es ist eben aus einer Gesamtjodbestimmung ein SchluB auf den 
Funktionszustand des Organs nicht méglich. 


Jodbestimmungen im Blut. 


Ein weiterer Teil unserer Aufgabe betraf die Feststellung des 
Jodgehalts im Blute. 


Blum und Griitzner (7) bezweifeln tiberhaupt, dafi Jod in Tier- und 
Menschenblut zu finden sei. Sie stehen allerdings mit dieser Ansicht allein, 
ihr MiBerfolg in dem Nachweis von Jod im Blut diirfte wohl einer un- 
zureichenden Untersuchungsmethode zuzuschreiben sein. Kendall und 
Richardson (8) geben an, daB das normale Menschenblut im Durchschnitt 
13 y Jod enthaélt. Veil und Sturm (9), die nach der Methode von Fellenberg 
Joduntersuchungen im Blut vornahmen, schlieBen sich den Werten Kendalls 
an. Wir haben durchgingig mehr Jod im Blut gefunden als Kendall. 








Tabelle IV. 
Nr. Geschlecht _ Jod in — Blut yo 
1 Frau 63 2 20 
2 Mann 63 3,5 35 
3 Frau 63 2.4 24 
4 Mann 29 2 20 
5 Frau 23 2,3 23 
6 ‘ 42 2,2 22 
7 ° 27 1,8 18 
S Mann 28 | 1,8 18 
9 . 48 | 1,4 14 

Zusammenstellung des Jodgehalts der Schilddriisen. 
Tabelle V. 
Totgeburten. 
"| Gevthtte | Seltede | sot a 
Nr. Geschlecht © ganzen Schilddriise ganze Driise frischer Driise 
i Z ae SRS mE Y 

1 Mannlich 2 16 8 
2 ms 3,3 48 14,5 
3 se 1,5 20 10,4 
eas ‘ 3 34 11,3 


Mittel : 25 | 29,5 11,1 
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Tabelle VI. Lebensalter bis zu 7 Jahren. 








Gewicht 


Gefundenes Jod fiir 


Jod pro g 








Nr. Alter Todesursache der Driise die ganze Driise frischer Driise 
- meg 7 
1 28 Tage Rippen- u. Bauch- 45 1,54 342 
fellvereiterung 
2 2 Monate Lungenentziindung 2 0,27 135 
3 4 Jahr Bauchfelleiterung 2,1 0,29 137 
+ 4'), , Diphtherie 7 1,08 153 
5 ae Masern 6 1,12 187 
6 ee Lungenkrank 8 1,02 128 
Mittel : 49 _ 0,88 | 180 
Tabelle VII. Webensalter von 8 bis 20 Jahren. 
° ‘ | Gewicht _ | Gefundenes Jod| Jod pro g 
Nr. Geschlecht Alter Todesursache oo oak ag — 
Jahre | mg Y 
1 Junge 14 Herzbeutelentziindung 7,2 554 
2 Madchen 14 Tuberkulose 4,5 — 
3 ri 19 Bauchfellentziindung 12,5 449 
4 Junge 8 Diphtherie 4,8 600 
5 | Madchen 17'/, | Bauchfellentziindung | 11,7 650 
6 Mann 19 | Lymphdrisenerkrankg. 6,3 22 
Mittel: 7,8 445 
Tabelle VIII. Lebensalter von 21 bis 60 Jahren. 
| Gewicht Gefundenes Jod Jod pro g 
Nr. Geschlecht | Alter Todesursache der ganzen | flr die ganze — 
Jahre ? 
1 Mann | 56 Gehirnblutung 17,7 466 
2 a | 46 Magengeschwir 2.8 141 
3 ia | 29 DarmverschluS 6,2 282 
4 Frau 5d Leukamie 7,5 357 
5 Mann 37 = Geschwulst im Gehirn 18,0 300 
6 Frau 32 Herzschwache 13,0 . 203 
7 Pe 39 Hirnblutung 12,9 323 
8 Mann 44; Magenausgangs- 6,2 221 
verschluB 
9 ra , 28 Syphilis 6,6 293 
10 = Frau 47 - 7,3 339 
11 Mann | 46 Tuberkulose 18,0 514 
12 Madchen) 24 ~~ Blinddarmentziindung 8,5 472 
13 Mann _—CDs9 Tuberkulose 5,2 236 
14 Frau 59 Leberkrank 5,7 300 
15 - 54  Bauchspeicheldriisen- 2,2 183 
entziindung 
16 a 37 Tuberkulose 4,2 325 
17 | ‘ 21 | Lungen- und Rippen- 6,6 287 
fellentzindung 
18 | Mann 37 Magenkrebs 2,9 184 
19 | Frau 30 Lungentuberkulose 17,1 251 
Mittel : 8,9 298 
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Tabelle IX. Lebensalter iiber 60 Jahre. 





Gewicht | Gefundenes Jod| Jod pro g 


Nr. Geschlecht | Alter Todesursache as” ad far die ganze frischer 


Driise Driise 

Jahre ig mg Y 

1 Frau 69 Arterienverkalkung 57 15,5 273 
2 | = 62 Perniciése Anamie | 17,5 14,2 812 
3 | Mann 61 | Herzmuskelentziindung, 22 5,6 255 
4 Frau 83 Oberschenkelbruch | 28 14,5 517 
5 fe 68 Perniciése Animie | 8 1,4 175 
6 ‘i 70 Fettherz | 68 26,2 385 
7 - 70 Fettsucht | 94 34,2 363 
8 | a 73 Schlaganfall 54 13,4 248 
9 | Mann 63 Gehirnschlag | 82 13,8 431 
10 | Frau 68 Schlaganfall | 18 5,4 288 
Se 72 | Geschwulst im Leibe | 16 4,4 275 
12 | Mann 74 Gehirnbluten ‘ 5,7 259 
13 | Frau 71 Herzkrank | 38 9,2 242 
14 | - 75 Gehirnschlag | 56 19,2 343 
15 | ie 79 Bauchfelltuberkulose 23 15,2 660 
16 Mann 72 Krebs | 13 2,3 177 
17 | Frau 74 Lungenkrebs | 80 12,0 409 
18 | . 84 | Kiter. Bronchialkatarrh) 15 7,1 473 
19 | Mann 74 Lungenentziindung 29 5,8 200 
20 ‘ 76 Blutvergiftung 64 12,0 203 
21 Frau 73 Gebarmutterkrebs 43 14,6 340 
22 | Mann 77 +| \Lungentuberkulose 17 4,7 276 
23 Frau 73 . 32 9,5 297 
Mittel : 34,6 11,6 343 

Zusammenfassung. 


Der Jodgehalt der Lebensmittel im Danziger Gebiet ist relativ 
hoch und iibertrifft die von v. Fellenberg fiir die Schweiz angegebenen 
Werte bei weitem. 

Die auBeren Schichten des Getreidekorns sind jodreicher als die 
inneren; die Mehle sind daher jodarmer als die Kleie. 

Der Jodgehalt von 58 Schilddriisen der Danziger Bevélkerung 
wurde bestimmt. Schilddriisen von Totgeburten sind auBerst jodarm. 
Der mittlere Jodgehalt von 42 Schilddriisen erwachsener Personen 
wurde zu 10,4 mg ermittelt. 
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Uber Sexualhormone, insbesondere das Feminin. 


Von 
E. Glimm und F. Wadehn. 


(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Danzig.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1930.) 


Wir hatten vor einiger Zeit (1) Beobachtungen iiber lipoidlésliche 
und lipoidunlésliche Formen oder Verbindungen des _ weiblichen 
Sexualhormons (Feminin) mitgeteilt. Diese Befunde sind unterdes 
von uns erneut bestatigt und erweitert worden. Sie erscheinen ge- 
eignet, die chemische Natur des Feminins in bestimmter Richtung 
klaren zu helfen, und sind mit den neuen bemerkenswerten Ent- 
deckungen von Butenandt (2), Wieland, Straub und Dorfmiiller in 
Beziehung zu bringen. 


Wir hatten gefunden, daB im Schwangerenharn nur ein Teil des 
Hormons atherléslich ist. Der atherunlésliche Teil des Hormons — wir 
bezeichnen ihn mit V-Feminin — kann zahlenmabBig sehr hohe Betrige 
ausmachen: So enthielt ein sehr hormonreicher KreiBendenharn mit 
150000 Einh. Feminin im Liter 30000 Aatherunlésliche Einheiten. 
Dieses Verhalten des V-Feminins Ather gegeniiber ist nicht etwa durch 
physikalische Verhaltnisse innerhalb des kolloidreichen Harns bedingt, 
sondern ist eine dieser Hormonmodifikation eigentiimliché Eigenschaft. 
Wird der At}ferlésliche Anteil des Hormons entfernt, so gelingt es, 
wiisserige Lésungen des V-Feminins darzustellen, die kolloidfrei sind, 
Salze und Harnstoff nicht enthalten und die dennoch durch vielfaches 
Ausschiitteln mit Ather und Benzol ihre Aktivitaét nur langsam ver. 
ringern. 


Das Feminin wird, wie wir gefunden hatten, durch Kochen in 
alkalischer Lésung Atherunléslich und dadurch iAuBerlich dem 
V-Feminin ahnlich. Diese beiden lipoidunléslichen Feminine sind aber 
nicht miteinander identisch, denn durch vorsichtiges Ansdiuern wird 
die kiinstlich gebildete atherunlésliche Femininform erneut ather- 
léslich. Das V-Feminin ist auch nach dem Ansiuern weder aus dem 
Harn noch aus einer gereinigten wisserigen Lésung zu extrahieren, 
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Die Beobachtung tiber die Verainderung des weiblichen Sexualhormons 
durch Kochen in alkalischer Lésung ist unterdes von Butenandt be- 
statigt worden, der aus diesen und weiteren Eigenschaften des von 
ihm kristallisierten weiblichen Sexualhormons den SchlufB zog, dab 
zwei der im Feminin enthaltenen Sauerstoffatome laktonartig mit- 
einander gebunden seien. 

Das durch Kochen in der alkalischen Lésung entstandene Alkalisalz 
des Feminins wird durch die Neutralisation mit Salzsiure zerlegt 
und das atherlésliche Feminin frei. Fiigt man aber zur neutralen oder 
alkalischen Femininlésung Salzsaéure bis zum Gehalt von 3°), und kocht 
die Lésung einige Zeit kraftig durch, so ist das Feminin der sauren 
Lésung nur noch zum Teil zu entziehen. 

Dieses Verhalten des Feminins in alkalischer und saurer Lésung 
hatte uns bereits vor einiger Zeit das Vorkommen einer Laktongruppe 
im Feminin wahrscheinlich gemacht. Auch die Méglichkeit einer leicht 
enolisierenden Ketogruppe wurde in Erwigung gezogen. Es wire 
dann die in alkalischer Lésung entstehende Enolform das atherunlésliche 
Feminin. Nicht ohne weiteres in diese Erklirungen einfiigbar war 
das Auftreten des durch Kochen in salzsaurer Lésung sich bildenden 
atherunléslichen Feminins. Wir glaubten den Verinderungen des 
Molekiils in alkalischer und saurer Lésung durch folgende Formel- 
bilder am besten Rechenschaft geben zu kénnen: 

—C—O —COONa —C=-O —COOH 

No NaOH HCl SO viel HCl, 
_¢ —COH —C —COH 


Das Lakton ist dann atherléslich, das Alkalisalz und die freie 
Saure sind atherunléslich. Es fragt sich allerdings, ob das Kochen 
in der salzsauren Lésung nicht ganz oder teilweise zur Bildung einer 
Halogensaure fiihrt. Diese Fragen werden nur am kristallisierten 
Praparat sich entscheiden lassen. 

In den zu diesen Versuchen benutzten wasserigen Hormonlésungen 
befand sich das Hormon in sehr hoher Reinheit, 1 M.-E. 0,001 mg; lg 
enthielt also eine Million Einheiten. Die Wirksamkeit iibertraf also unsere 
vor 2 Jahren hergestellten Praiparate (3) um das Fiinffache. Der Weg, 
auf dem wir diese hochgereinigten Lésungen erhielten, ist friiher naher 
beschrieben worden. Die von uns schon damals aufgefundene und benutzte 
Unléslichkeit des Feminins in Petrolather leistete uns wieder beste Dienste. 


Das V-Feminin findet sich nicht nur im Schwangerenharn, sondern 
auch im Harn nicht schwangerer Frauen und im Harn von Miannern. 
Loewe und Lange (4) hatte das Vorkommen vom weiblichen Sexual- 
hormon im Frauenharn aufgefunden. Wir haben feststellen kénnen, 
daB die ausgeschiedene Femininmenge sowohl bei Frauen als auch 
bei Minnern die bisher angenommenen Werte wesentlich iiberschreitet. 
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Im Harn von 3 bis 6 Jahre alten Kindern fanden wir 100 bis 200 M.-E. 
pro Liter. Diese Hormonmenge steigt bis zur Pubertaét nur langsam 
an und betragt bei geschlechtsreifen Personen 500 bis 1000 M.-E. 
im Liter. Dieses Ansteigen des Feminingehalts wird am besten durch 
nachfolgende Tabelle ersichtlich. 





Tabelle I. 

Alter : Feminin im Liter 
rent Geschlecht M.-E. 
2 weiblich 100 
31/4 é 130 
6 mannlich 150 
10 weiblich 200 
11 i 150 
14 = 260 
15 mannlich 250 
36 a 700 


Die Ausscheidung bei der Frau wihrend eines menstruellen 
Zyklus konnten wir nicht naher verfolgen. Die im Intermenstrum 
untersuchten Harne bewegten sich im angegebenen Durchschnitt. 
Erstaunlich ist der hohe Hormongehalt des Mannerharns. Eine Durch- 
schnittsprobe Harn von sechs gesunden 25 bis 35 Jahre alten Mannern 
enthielt 500 Einh. im Liter, in einem anderen Mannerharn wurden 
700 M.-E. nachgewiesen. Das V-Feminin war in allen untersuchten 
Harnen vorhanden und machte durchschnittlich den dritten bis 
vierten Teil der aktiven Substanz aus. 


Die physiologische Bedeutung des Vorkommens von V-Feminin mit 
seinen abgewandelten physikalischen Eigenschaften im Harn von Mannern 
und von nicht geschlechtsreifen Personen in Héhe von 20 bis 100 M.-E. 
und im Schwangerenharn bis zu 30000 M.-E. im Liter ist nicht néher 
klarzustellen. Ehe wir die sehr groBen Mengen von V-Feminin im Schwan- 
gerenharn festsiellten, glaubten wir das V-Feminin als das durch Ver- 
dauung und Stoffwechsel verénderte Nahrungsfeminin auffassen zu diirfen. 
Die ganz verschiedene Menge des im Harn vorkommenden V-Feminins 
schlieBt allerdings diese Annahme aus. 

Die sich physikalisch verschieden verhaltenden Feminine waren haupt- 
séchlich durch den Brunsttest nachgewiesen worden. Die anschlieSende 
Priifung auf ihr Verhalten in den anderen biologischen Wirkungsbereichen 
des Sexualhormons hat bisher einen Unterschied nicht ergeben, insbesondere 
ist die antimaskuline Wirkung bei allen aktiven Formen erhalten geblieben. 


Wir fragten uns nach der Ursache der Femininausscheidung bei 
Kindern und Mannern. Das Feminin kennte aus der Nahrung stammen 
oder im Kérper selbst gebildet sein. Fellner (5) hatte Feminin in Leber 
und Hiihnereiern gefunden. Wir hatten bereits vor langerer Zeit diese 
Angaben nachgepriift und haben uns zur Klarung der intra- oder 
extragenitalen Entstehung des Harnfeminins erneut mit einer Be- 
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stimmung des Feminins in den Nahrungsmitteln beschaftigt. Wir 
fanden in der Leber 20 bis 40 M.-E., in einem Hiihnerei 10 bis 20 M.-E., 
in der Kuhmilch 30 bis 50 M.-E. im Liter, in Semmel und Brot bis 
zu 50M.-E. im Kilogramm. Nach E. Dingemanse, E. Laqueur und 
S. E. de Jongh (6) enthalt Leber (in der Trachtigkeit) bis 500 M.-E., 
die tibrigen Organe bis zu 30 M.-E. im Kilogramm, Honig 200 M.-E. 
Auf Grund dieser Zahlen kann man errechnen, da von einem er- 
wachsenen Manne etwa 50 bis 150 M.-E. taglich in der Nahrung auf- 
genommen werden. Dieser Aufnahme steht eine tagliche Ausscheidung 
im Harn von etwa 1000 M.-E. gegeniiber. Nach diesen Zahlen diirfte 
es sicher sein, da der miannliche Kérper und auch das Kind nicht 
unerhebliche Mengen von Feminin produzieren. Diese Annahme 
erhalt eine weitere Stiitze durch den nicht unbetrachtlichen Gehalt des 
Hodens an Feminin. Im Tierhoden sind von Laqueur (7) 30 M.-E. 
im Kilogramm aufgefunden worden. 


Die Ermittlung des Feminingehalts in den Nahrungsmitteln ist von 
einem nennenswerten Fehler behaftet. Die Extraktion der Nahrungs- 
mittel ist selten vollsténdig. Ein erheblicher Verlust tritt zudem stets 
beim Uberfiihren der Extrakte in eine injizierbare Lésung ein. Trotzdem 
glauben wir bei Wiirdigung aller Umstande unsere Ansicht von der genitalen 
Herkunft des vom Kinde und vom Manne ausgeschiedenen Feminins ver- 
treten zu kénnen. Die Aufnahme von etwa 100 M.-E. in der Nahrung ist 
im Hinblick auf die Therapie mit SexuaJhormonpraéparaten von Interesse. 
Es ist wohl kaum zu erwarten, mit geringen Mengen kiinstlich zugefiihrten 
Sexualhormons Erfolge zu erzielen, wenn schon 100 M.-E. regelmaé®ig durch 
die Nahrung aufgenommen werden. 


Unsere Versuche, das méinnliche Sexualhormon zu fassen, sind 
bislang vergeblich gewesen. Es lag nahe, das Masculin im Mannerharn 
zu vermuten. Funk (8) hat kiirzlich eine Mitteilung tiber die Gewinnung 
eines wirksamen Extraktes aus Mannerharn verdffentJicht. Er zog 
den Harn mit Chloroform aus und injizierte den Riickstand vom Chloro- 
form in Ollésung kastrierten Hihnen. Die Kamme dieser Tiere begannen 
nach der Einspritzung zu schwellen. Da jede Mitteilung tiber die Ge- 
winnung des mannlichen Sexualhormons gréBtes Interesse beansprucht, 
stellten wir nach der Funkschen Vorschrift einen Extrakt her und in- 
jizierten ihn wachsenden mannlichen und weiblichen Mausen. Die 
weiblichen Mause gerieten innerhalb weniger Tage in starke Brunst, 
wie nach dem reichlichen Vorkommen von Feminin im Mannerharn, 
das sich im Chloroformauszug angereichert vorfindet, nicht anders 
zu erwarten war. Prostata und Samenblase der mannlichen Mause 
waren durchgingig kleiner als bei den Kontrollen: Ein Wirkungs- 
zeichen des weiblichen Sexualhormons, das durch das mannliche 
Sexualhormon, falls dieses iiberhaupt zugegen war, nicht kompensiert 
werden konnte. 
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Wir glauben aus einem weiteren Versuch mit Schwangerenharn an 
jungen Mannchen den Schlu8 ziehen zu kénnen, daB im Chloroform- 
extrakt des Mannerharns iiberhaupt kein Masculin zugegen war. Das 
mannliche Sexualhormon ist bislang in auch nur annahernd treiner 
Form nicht dargestellt worden!. Es ist daher nicht méglich, seine Wirk- 
samkeit allein oder in kombinierten Einspritzungen mit Feminin zu 
piiifen. Der einzige Weg, willkiirlich giéBere Mengen von Masculin 
im Tierkérper zu erzeugen, fiihrt tiber das Hormon des Hypophysen- 
vorderlappens. Spritzt man Schwangerenharn der letzten Wochen, 
der Vorderlappenhormon, aber auch sehr groBe Mengen Feminin enthalt, 
jungen mannlichen Mausen ein, so erfolgt ein sehr starkes Wachsen 
der Hodenanhangsdiiisen. Das durch Einwitkung durch die Hoden 
des jungen Mannchens produzierte Masculin vermag also den EinfluB 
des in groBen Mengen zugefiihrten Feminins nicht nur zu kompensieren, 
sondern vermag seinerseits starke positive Leistung zu entwickeln. 

Die Wirkung des Vorderlappens erstreckt sich auf die Anhangsdriisen 
des Hodens. Der Hoden selbst ist makroskopisch nicht verandert; eine 
sehr auffallende Tatsache, wenn man an die tief greifenden makroskopisch 
ohne weiteres feststellbaren Verainderungen am Ovar denkt. Vielleicht 
kénnen aber histologische Untersuchungen die Frage der Lésung niaher 
bringen, welches Hodengewebe — das samenbildende oder das interstitielle — 
das Masculin produziert. Man sollte annehmen, dai die vermehrte Arbeit 
von den betreffenden Zellen nicht geleistet werden kann, ohne sich in der 
feineren Zellstruktur néiher zu dokumentieren. Wir haben Versuche hier- 
iiber im Gange. 

Der negative Ausfall der Nachpriifung der Funkschen Versuche 
beweist noch nicht die Abwesenheit des Masculins im mannlichen Harn. 
Wir spritzten kastriette Mannchen direkt mit Mannerharn 14 Tage 
lang mit insgesamt 20ccm. GréBere Doren konnten wegen der ein- 
tretenden Schadigung der Tiere nicht injiziert werden. Die nach der 
Entfernung der Hoden schnell eintretende Atrophie der Samenblase 
und Prostata vermochten diese Injektionen nicht aufzuhalten. Immerhin 
schien uns im Durchschnitt einer gréBeren Reihe von Versuchen bei 
den mit Mannerharn gespritzten Tieren die Atrophie in etwas lang- 
samerem Tempo zu erfolgen. 


Zusammenfassung. 


Der Feminingehalt des Kinderharns betragt etwa 100 bis 200 M.-E. 
im Liter, er steigt bis zur Pubertit auf etwa 500 M.-E. an. Vom 
Manne werden tiglich etwa 1000 M.-E. ausgeschieden. Dieses Feminin 
stammt nur zum Teil aus der Nahrung. — KreiBendenharn kann bis 
zu 150000 M.-E. im Liter enthalten. 


1 Die Arbeiten Moore's wurden uns erst spéter bekannt. 
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Ein Teil des Feminins ist im Harn stets in atherunléslicher Form 
vorhanden. Dieses V-Feminin ist nicht mit der durch Kochen alkalischer 
Femininlésungen erhaltenen atherunléslichen Verbindung, dem Alkali- 
salz des Feminins, identisch. 

Chloroformausziige von Mannerharn nach Funk hatten auf die 
Sexualorgane minnlicher wachsender Mause eine hemmende Wirkung. 
Bei infantilen Weibchen erzeugten sie Brunst. 
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Eine neue Methode zur Darstellung von Cerebrosiden. 


Von 
Irvine H. Page. 


(Aus der chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie, Kaiser Wilhelm-Institut, Miinchen.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1930.) 


Im Verlauf einer Untersuchung iiber den Stoffwechsel von Galak- 
tosiden im Gehirn wurden wir vor die Notwendigkeit gestellt, diese 
Substanzen in betrachtlicher Menge darzustellen. Die Arbeiten von 
Lieb (1) und seinen Mitarbeitern und Epstein (2) haben gezeigt, daB bei 
der Gaucherschen Krankheit eine starke Infiltration von Cerebrosiden 
in die Milz, Leber usw. stattfindet, wahrend bei der Niemann- Pickschen 
Art von Splenohepatomegalie die infiltrierende Substanz ein Phosphatid 
ist. Dadurch bietet sich ein chemisches Verfahren, die beiden Krank- 
heiten zu unterscheiden. Aus diesen Griinden schien es wiinschenswert, 
eine einigermaBen einfache und billige Methode zur Darstellung dieser 
Substanzen zu finden. 

Im allgemeinen gibt es gegenwirtig drei zur Darstellung geeignete 
Methoden. 

I. Die urspriingitiche Methode von Thudichum (3), bei welcher das 
mit Ather extrahierte ,,weiBe Material‘ als Ausgangsmaterial verwendet 
wird. Wie jedermann, der diese Methode versucht hat,* weiB, ist sie 
sehr umstandlich und kostspielig und gibt niedrige Ausbeuten. 

IJ. Die Baryt-Methode von Lorrain-Smith, Mair (4) und Loening 
und Thierfelder (5) (6). Diese geht von dem sogenannten .,Protagon“ 
(einem mechanischen Gemisch von Cerobrosiden und Phosphatiden) 
aus und beruht auf der Tatsache, dab die Cerebroside heiber alko- 
holischer Ba(OH),-Lésung gegeniiber widerstandsfahig sind. Die 
Methode ist auBerordentlich miihsam, besonders infolge der Tatsache, 
daB das Gehirn zuerst getrocknet, gepulvert und mit Ather extrahiert 
werden muB, worauf dann eine erschépfende Alkoholextraktion folgt. 
Das so erhaltene Material wird dann mit Barytwasser erhitzt, das Un- 
geléste abfiltriert und gewaschen und ausgiebig mit heibem Aceton 
extrahiert, aus welchem die Cerebroside fraktioniert gefaillt werden. 
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III. Rosenheims Pyridinmethode (7) (8). 


Frisches Gehirn wird mit Aceton, dann mit Petrolither und 
schlieBlich mit Pyridin extrahiert. Die Cerebroside werden aus dem 
Pyridin mit Aceton niedergeschlagen. Diese Methode haben wir als 
sehr gut geeignet gefunden. Der stirkste Einwand gegen sie besteht 
in der Anwendung groBer Mengen Pyridin, denn im Laboratorium ist 
das Arbeiten mit diesem Lésungsmittel sehr unangenehm, wenn es 
in Mengen von 4 bis 5 Litern wie hier zur Verwendung kommt. AuBerdem 
ist die Wiedergewinnung aus dem Gemisch mit Aceton sehr zeitraubend, 
und der hohe Preis des Pyridins macht die Methode sehr kostspielig. 


Wir haben daher versucht unter Vermeidung von Pyridin eine 
einfachere und billigere Methode zur Cerebrosiddarstellung zu finden. 


Extrahiert man das Gehirn nach der Vorbehandlung mit Aceton 
und Petrolaither mit Tetralin bei etwa 60°, so erhalt man mit einer 
Ausbeute, dié der aus Pyridin um 30 bis 40 °, iiberlegen ist, ein Gemisch 
von Rohcerebrosiden. Stickstoff- und Phosphorbestimmungen zeigen, 
daB es sich von dem nach der Rosenheimschen Methode gewonnenen 
nicht unterscheidet, auch bei der Weiterbehandlung kommt man zu 
identischen Produkten. 


Tetralin ist also zur Isolierung von Cerebrosiden ebenso geeignet 
wie Pyridin und hat den Vorzug gréBerer Billigkeit und angenehmerer 
Arbeitsweise vor ihm voraus. Im Prinzip schlieBen wir uns eng an die 
Angaben Rosenheims an, der so Hervorragendes auf diesem Gebiet 
geleistet hat. 


Methode. 


Gehirn, das von BlutgefaBen und Hirnhaut befreit ist, wird in 
einer Fleischmaschine fein gemahlen, mit zwei Volumen Aceton ver- 
rihrt, iiber Nacht stehengelassen und auf einer Nutsche abfiltriert. Diese 
Extraktion wird mit wenig Aceton so lange wiederholt, bis kein Fett 
und Cholesterin mehr entfernt wird. Der geringe Rest von Aceton, der 
nach der Filtration noch im Gehirn zuriickbleibt, wird nun mit einem 
warmen Luftstrom (Fén) entfernt und das Material viermal mit niedrig 
siedendem Petrolather extrahiert und daraufhin der Petrolather ver- 
dampft. Das feine Pulver wird mit Tetralin (zwischen 175 bis 208° 
rektifiziert) ungefihr im Verhiltnis von 50g Gehirn und 100 ccm 
Lésungsmittel vermischt und das GefaB 2 bis 3 Stunden bei 60° ge- 
halten. Das Lésungsmittel wird dann unter 6fterem Abpressen ab- 
gesaugt und das Filtrat in das drei- bis vierfache Volumen Aceton 
gegossen. Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank wird der Nieder- 
schlag abfiltriert und, bevor er trocken ist, in einem Soxhletapparat 
mit Petrolither extrahiert. um die Phosphatide zu entfernen. Das so 
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extrahierte Material wird dann aus dem l5fachen Volumen einer 
Mischung von einem Teil Alkohol und zwei Teilen Chloroform zweimal 
umkristallisiert. Das Material sollte dann wei® sein und nur wenig 
Phosphor enthalten. 


Ein Produkt, das weniger Sphingomyelin enthalt, kann man er- 
halten, wenn man das Gehirnpulver zuerst 30 Minuten lang bei 40° 
mit Tetralin extrahiert, abfiltriert und die Extraktion dann bei 65° 
fortsetzt. Sphingomyelin ist betriichtlich weniger léslich bei niederen 
Temperaturen als die Cerebroside. 


Die rohe Trennung von Phrenosin und Kerasin kann dann mit 
Hilfe der Rosenheimschen Methode ausgeftihrt werden, in dem das 
Rohmaterial mit einem UberschuB von Aceton, das 10°, Wasser enthalt, 
auf dem Wasserbad bei 65°C behandelt, die klare Acetonlésung auf 
37°C abgekithlt und nach 24 Stunden abfiltriert wird (bei 37°). Der 
Niederschlag enthalt hauptsachlich Phrenosin. Abkiihlen auf 0° C 
und 24stiindiges Stehen ergibt aus dem Filtrat die Kerasinfraktion. 


Bemerkungen. 


Wenn nicht ein groBer UberschuB von Aceton bei der Extraktion 
des feuchten Gehirnes angewandt wird, begegnet man beim Filtrieren 
gewissen Schwierigkeiten. Das Klenksche ,,Nervon‘: wird in dem Petrol- 
atherextrakt gefunden. Der Petrolither kann beim Extrahieren der 
rohen Cerebroside manchmal betrichtliche Mengen derselben in 
kolloidaler Suspension entfernen. Wenn man eine gréBbere Menge des 
Materials aufarbeitet, ist es gut, diesen Anteil wieder zu gewinnen. Es 
scheint auch etwas Sphingomyelin in dieser Fraktion zu sein. Weitere 
Reinigung des Cerebrosides kann in diesem Zustand durch eine von 
Klenk (9) (10) eingefiihrte Modifikation erreicht werden. Das Material 
wird mit schwach HCl-haltigen Aceton behandelt (um Phosphatide 
zu entfernen), aus drei Teilen Methylalkohol und einem Teil Chloroform 
umkristallisiert und die letzten Spuren Phosphor durch Fallen mit 
heiBem Cadmiumacetat in Methylalkohol entfernt. Das Hinzufiigen 
von NH,OH vermehrt den Niederschlag. Dieser ist reich an Phosphor. 
Der UberschuB8 an Cadmium wird mit H,S heif ausgefallt, dann wird 
gekiihlt und abfiltriert. 


Ergebnisse. 

Es seien hier einige Beispiele der durch die obige Methode er- 
haltenen Ergebnisse angefiihrt. Ein menschliches Gehirn wurde halbiert 
und die beiden Halften zum Vergleich der urspriinglichen Pyridin- mit 
der neuen Tetralinmethode benutzt. 100g eines jeden mit Aceton- 
Petrolather extrahierten Materials geben, mit 300 ccm Lésungsmittel 


11* 
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extrahiert, einmal aus CHCl,—CH,OH umkristallisiert und heiB durch 
ein Schleicher-Schill Nr. 560 fitriert, folgende Mengen: 

I. Tetralin gab 3,02¢ — N, = 1,96%, P 0,06%, 

Il. Pyridin gab 1,65¢ — N, = 1,92%, P 0,08 %. 

Durch sorgfiltiges Extrahieren und Umkristallisieren erhalt man 
mit der Methode Produkte, welche den theoretischen Stickstoffgehalt 
von 1,68°%, haben und praktisch phosphorfrei sind. Auf diese Weise 
kOnnen wir regelmaBig Phrenosin mit einem [a], = +. 4,00° (in Pyridin) 
darstellen. Wir haben auch andere Lésungsmittel versucht, wie z. B. 
Trichlorathylen, Para-Cymol, Xylol usw., haben aber aus diesem 
oder jenem Grunde gefunden, da sie nicht so gut brauchbar sind 
wie Tetralin. Die Ausbeuten sind bei der Tetralinmethode ge- 
wohnlich um 30 bis 40°,, héher als bei Pyridin (bei gleicher Menge des 
Lésungsmittels) und das Produkt hat ein besseres Aussehen. Es ist 
jedoch nicht besser in der Qualitaét, da die beiden Produkte bei gleicher 
Reinigungsmethode fast denselben Stickstoff- und Phosphorgehalt 
aufweisen. Tetralin hat nicht nur den Vorteil, eine bessere Ausbeute 
zu haben, sondern es ist auch eine sehr angenehme Substanz und 
kostet auBerdem nur 0,8 bis 1 Mark pro Liter, wahrend Pyridin je 
nach Reinheit 14 bis 25 Mark kostet. Es ist auch beobachtet worden, 
daB betrichtlich gréBere Mengen Pyridin notwendig sind, weil seine 
Neigung, mit dem Gehirngewebe ein Gel zu bilden, das Filtrieren sehr 
erschwert. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Modifikation der Rosenheimschen Methode zur Dar- 
stellung von Cerebrosiden geschildert, eine Modifikation, welche Kosten 
und Arbeit vermindert und die Ausbeute verbessert. 


Herrn Geheimrat Wéllstdtter bin ich fiir viele wertvolle Ratschlage 
zu groBem Dank verpflichtet. 
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Zur Frage nach der Enolstruktur der Brenztraubensiure 
und ihrer aliphatischen Abkémmlinge. 


Von 
Irene Stephanie Neuberg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1930.) 


Die Ergebnisse der letzten Jahre haben zur Erérterung der An- 
schauung gefiihrt, daB die Brenztraubensaure in ihrer Enolform als 
a-Oxy-acrylsiure, CH,:C(OH).COOH, vergart':*. Die Methy!- 
brenztraubenséure, CH,.CH:C(OH).COOH, und die Di-methyl- 
brenztraubensaure, (CH,),.C :C(OH).COOH, sind gleichfalls glatt 
durch Carboxylase zerlegbar?, wahrend Tri-methyl-brenztraubensaure, 
(CH,),.C.CO.COOH, gegen das Ferment vollkommen widerstands- 
fahig ist*®. Das liegt nicht etwa an einer besonderen Giftigkeit 
der Tri-methyl-brenztraubenséure; denn wenn man sie einer anderen 
girfahigen ,,Ketosdure“ zufiigt, so wird deren Spaltung in keiner 
Weise behindert. Auch mit dem Molekulargewicht der Tri-methy]l- 
brenztraubensdure hangt dieses Verhalten nicht zusammen. Die 
ihr isomeren Saéuren der 6-Kohlenstoffreihe — a-Keto-n-capronsaure‘, 
CH, . CH, .CH,.CH :C(OH) .COOH, sowie Methyl-athyl-brenz- 
traubensiure®, (CH,)(C,H;)C :C(OH).COOH —- sind namlich durch 
Carboxylase leicht vergarbar. 

Fiir das Anfangsglied der Reihe, die Brenztraubensdure, hat sich 
nun die Fahigkeit, als a-Oxy-acryl-sdéure zu reagieren, nur indirekt 
dartun lassen. Die bewaihrte Methode von Kurt H. Meyer zur Erkennung 
von Enolen versagt speziell bei der Brenztraubensaure® offenbar deshalb 


1 Diese Zeitschr. 180, 477, 1927. 

Ebendaselbst 47, 405 und 413, 1912; 148, 195. 1923. 
Ebendaselbst 200, 473, 1928. 

Ebendaselbst 140, 447, 1923. 

Ebendaselbst 67, 32, 1914. 

B. 45, 2852, 1912. 
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weil unter normalen Verhaltnissen der Gehalt an Enolform zu gering ist, 
um durch die Titration mit Brom erfaBt zu werden. Mittels der Ultra- 
violettspektroskopie haben V. Henri und Cl. Fromageot jedoch zeigen 
kénnen, daB die Brenztraubensaure bei erheblicher Verdiinnung zu einem 
gewissen kleinen Betrage, in Abhangigkeit zugleich von der Hydroxyl- 
ionen-konzentration, enolisierbar ist!. Die Substitutionsprodukte der 
Brenztraubensdure sind im festen Zustande ganz oder iiberwiegend 
Enol-gebilde. Diese fiir die Chemie der a-Ketoséiuren grundsatzlich 
bedeutsame Erscheinung hat A. Wohl? am Beispiel der Oxal-essigsdure 
(Carboxy-brenztraubensaiure) aufgedeckt. Dieselbe existiert in zwei 
kristallisierten Individualformen, als Oxy-fumar- und als Oxy-malein- 
siure, die leicht ineinander tibergefiihrt werden kénnen; nur in der 
wasserigen Lésung der neutralen Salze liegt auch die Ketoform vor. 
Fir die freien a-Keto-stiuren der aromatischen Reihe ist dann durch 
die Untersuchungen von Bougault, Hemmerlé, Gault, Séderquist, 
Wieland u.a. die Enolstruktur bewiesen*, die fiir die Ester schon 
lange angenommen war. 


Chemische Anhaltspunkte dafiir, daB die Brenztraubensaure selber 
in der Enolform zu reagieren vermag, sind sehr sparlich. Nach 
Oechsner de Coninck* sowie Béttinger® liefert starke Salpetersiure 
Oxalsiure. Dieselbe Séure entsteht nach Bamberger und Seitz sowie 
Wolff® auch bei anhaltendem Erhitzen von Natrium- oder Barium- 
pyruvinat®> mit iiberschiissigem konzentrierten Natriumhydroxyd 
bzw. Baryt. Diese Bildungsweisen der Oxalsiure sprechen nicht ein- 
deutig fiir eine Enolstruktur des Ausgangsmaterials. Kuhn und Meyer? 
haben in allerletzter Zeit angekiindigt, daB aus alkalischer Brenz- 
traubensaiurelésung in Analogie zum Verhalten von ungesattigten Fett- 
sduren und Polyenen unter bestimmten Bedingungen mit Hamin 
Oxalsiure erhalten werden kann. 


Mit einem sehr einfachen rein anorganischen Katalysator kann 
man nun in neutraler oder schwach saurer Lésung die Oxydation der 
Brenztraubensiiure zur Oxalsdure bewirken. Es ist dies durch Osmium- 
tetroryd aktiviertes Natriumchlorat, auf dessen besondere Wirkungen 
K. A. Hofmann® vor Jahren die Aufmerksamkeit gelenkt hat, indem 
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5 B. 6, 789, 1873; Ann. 188, 299, 1877. 
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er zugleich zeigte, daB dieses Reagens unter Umstanden zum 
Nachweis von ungesattigten Verbindungen dienen kann. 


Erwarmt man eine Brenztraubensaure-lésung, die mit Lauge genau 
neutralisiert oder noch schwach sauer ist, mit einer Lésung von Natrium- 
chlorat, so erfolgt keinerlei Einwirkung. Es tritt kein Chlorid auf. 
Setzt man etwas Osmiumtetroxyd hinzu, so wird das chlorsaure 
Salz zu Chlorid und der Sauerstoff von Brenztraubensiure unter 
Bildung von Oxalséiure verbraucht. Ist die Menge des Osmium- 
tetroxyds nicht zu gering und erwirmt man auf dem Wasserbad, so 
entweicht aus der Lésung reichlich Kohlendioxryd. Intermediar oder 
als Nebenprodukt scheint Oxybrenztraubensaure zu entstehen, worauf 
ein schon in der Kalte sich geltend machendes Reduktionsvermégen 
gegen Fehlingsche Lésung hindeutet. Auch bei Brutschranktemperatur 
(38°) laBt sich, wenn auch langsamer, diese Oxalsiure-bildung erreichen. 


Unter den Bedingungen des Versuchs selbst sind die Pyruvinate 
fiir sich und, wie erwaihnt, auch in Gegenwart von reinem Natrium- 
chlorat resistent. 


Jene rein chemische Oxydation der Brenztraubensdure zur Oxal- 
siure mit Hilfe des genannten katalvtischen Systems ist in ihrem Verlauf 
beachtenswert. Das leicht aktivierbare Wasserstoffsuperoryd betatigt 
sich namlich, wie bekannt ist, nach Hollemann' ganz anders, indem 
es die glatte Oxydation der Brenztraubensaure zu Essigsdure herbei- 
fiihrt; Acetat entsteht nach Wieland? auch bei Schiitteln mit Palladium- 
schwarz in einer Sauerstoffatmosphare, ferner nach Fromageot*® bei 
der Oxydation mit dreiwertigen Tallium- sowie mit vierwertiger 
Cer-salzen. 

Die geschilderte besondere Wirkung des anorganischen Osmium- 
katalysators ist nicht auf die Brenztraubensaure beschrankt. Auch 
ihre wichtigen girfahigen* Abkémmlinge verhalten sich entsprechend. 
So lieferte die O.ral-essigsdure, deren maleinoide Form vom Schmelz- 
punkt 152° in das Natriumsalz verwandelt wurde, und ebenso das Salz 
der a-Keto-glutarsdure bei Behandlung mit Natriumchlorat + Osmium- 
tetroxyd Oxalsiure. Wiederum waren die Substrate fiir sich und auch 
mit nicht katalytisch angeregtem Natriumchlorat insofern bestandig, 
als sie selbst bei vielstiindigem Erwirmen keine Oxalsiure ergaben. 
Das ist um so bemerkenswerter, als die Ester dieser Keto-carbonsauren 
von der Oxalsaéure aus aufgebaut werden kénnen. Es handelt sich 


' hem. Centralbl. 1904, IT, 194. 

2 Ann. 486, 235, 1924. 

% Chem. Centralbl. 1927, I, 61. 

* Diese Zeitschr. 82, 330, 1911; 36, 72 und 77, 1911; 50, 283, 1913; 
71. 226, 1915. 
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somit sicherlich nicht um einen Zerfall, welcher der Bildung der 
Ester entgegengesetzt ist, sondern um eine spezifische oxydierende 
Wirkung des angewendeten Katalysators, die sich gegeniiber den 
neutralen Salzen der ,,Carbonylséuren“ geltend macht. Nach Weg- 
oxydation einer vorgebildeten kleinen Menge ,,Oxy-acrylats wird 
solches durch Gleichgewichtsverschiebung von neuem erzeugt und 
auf oxydativem Wege zu Oxalsdure. 


Es wird sich eine Priifung der Frage verlohnen, ob die vielen 
Oxalsaure bildenden Mikroben und andere Zellen auf ahnliche Weise 
arbeiten. 

Versuche. 
a) 20ccm n Brenztraubensaéure, 

20 ,, nNaOH, 

2g NaClO,, 

25cem einer Lésung von 0,1 g Osmiumtetroxyd in 100ccem destil- 

liertem Wasser. 
bh) Kontrolle. 


20 ccm n Brenztraubensaure, 
20 ,, nNaOH, 
2¢g NaClO,, 

25 ccm Wasser. 

Nach zehnstiindigem Erwirmen auf dem Wasserbad in Schliffkolben, 
die mit RiickfluBkiihlern versehen waren, war in a) eine bedeutende Menge 
NaCl gebildet, in b) auch nicht eine Spur. Nach Zusatz von Chlorcalcium, 
Ammoniak und iiberschiissiger Essigsiure trat in a) ein dichter Nieder- 
schlag von Calciumozxalat auf, b) gab keinerlei Fallung. 

c) 150ccem n Brenztraubensaure. 

150 ,, n NaOH, 

l4g NaClQs,, 
0,1 g Osmiumtetroxyd. 


d) 150cem n Brenztraubensiaure, 
150 ,, nNaOH, 
l4g NaClO,. 


Nach sechsstiindigem Erwairmen auf dem Wasserbad in den Schliff- 
kolben zeigte sich die Lésung des Versuchs d) unverandert. 


Von Lésung c) wurden 100cem zur iiblichen Bestimmung der Oxal- 
siure entnommen. Durch Fiallung mit Chlorcalcium in Ammonium- 
acetatlésung und Umfallung des gebildeten Niederschlags aus salz- 


saurer Lésung mit Ammoniak plus Essigséiure wurden 1,32 g Calcium- 
oxalat isoliert. 


Wenn die zweibasische Oxalsiure aus neutralem Pyruvinat hervor- 
geht, muB die Lésung sauer werden. Die Voraussetzung wurde durch das 
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Experiment bestatigt. 10ccm der Versuchslésung c) verbrauchten nach 
6 Stunden zur Neutralisation 6,0cem n/10 NaOH. 

Nach zehnstiindigem Erwairmen wurden weitere 150cem den An- 
saitzen c) und d) entnommen. d) enthielt auch dann weder Chlorid noch 
Oxalsiure, waihrend aus den erwaihnten 150ccm des Ansatzes c) 1,67 ¢ 
Calciumoxalat gewonnen wurden. 


Das ausgefillte Calciumsalz ist tibrigens direkt analysenrein. Es 
braucht nicht umgefallt zu werden; denn vorhandenes Osmium bleibt 
in der Ammonium-ionen enthaltenden Fliissigkeit als leicht auswaschbares 
Salz der Osmiamsaure, Os N O,H, in Lésung. 


Analysen der im Exsikkator getrockneten Salze. 


Praparat c): 0,1088g Substanz gaben 0,0413g CaQO, 


0,2045 g om 9 0,1260 g Oxalséure (titrimetrisch). 
2 ce): 0,1902 g z ». 0,0725¢ CaO, 
0,2064 g om »  0,1274¢ Oxalsdure (titrimetrisch). 


C,0,Ca + H,O. Ber.: CaO = 38,36°,; Oxalsaiure 61,64 °,. 


Gef.: CaO = 37,96%; ca 61,61 %; 
» CaO = 38,12%; - = 61,72 %. 


Bemerkt sei, daB auch in Ansatz c) nach zehnstiindiger Erwairmung 
noch reichlich unveranderte Brenztraubenséiure vorhanden war, wie die 
Probe mit Nitroprussidnatrium sowie die Phenylhydrazin-reaktion aus- 
wiesen. (Es ware auch zu erwagen, ob in Wirklichkeit die Ausbeuten 
an Oxalat gréBer sind, d. h. ob Oxalsiure durch den Katalysator angegriffen 
wird.) 

Zur Sicherheit wurde noch mit anderen Mengenverhiltnissen ein 
Versuch angestellt. 

e) 20cem n Brenztraubensaure, 
20 ,, nNaOH, 
2¢g NaCloO,, 
25ecm Osmiumtetroxyd-lésung von der Konzentration 0,1 : 50. 


{/) 20ccem n Brenztraubensaure, 
20 ,. n NaOH, 
2¢ NaClQOs,, 
25cem Wasser. 
Das Verhalten der Versuchsgemische e) und f) war wie in den vorher 
beschriebenen Fallen. Wahrend Oxalat in f) fehlte, wurden aus Lésung e) 
nach 7 Stunden 0,367 g analysenreines Calciumoxalat abgeschieden. 


Auch aus schwach sauren Brenztraubensaéure-lésungen, z. B. aus solchen, 
die zu ® ,9 mit Lauge abgesattigt waren, entstand Oxalséure auf gleiche 
Weise. Das zeigt ebenfalls, dal’ eine Alkali-wirkung ausgeschlossen ist, 
ganz abgesehen davon, da ja die neutrale Reaktionsmischung (vgl. 
S. 168) durch die sich abspielende Umsetzung sauer wird. 
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Zur Anstellung der Reaktion mit Oval-essigséure und a-Keto-glutar- 
sdure} verfahrt man genau ebenso. Man neutralisiert die kristallisierten 
Saéuren mit Lauge und fiigt Natriumchlorat bzw. mit Osmium aktiviertes 
Natriumchlorat hinzu. Nur im letzten Falle tritt schon beim kurzen Er- 
warmen im Wasserbad reichlich Oxalséure auf. Die Bildung der Oxalsadure 
geht der Reduktion des chlorsauren Salzes zum Chlorid parallel. Um 
letzteres nachzuweisen, mu man in schwach salpetersaurer Lésung arbeiten, 
weil die unveranderten Ketoséuren mit Silbernitrat an sich schwer lésliche 
Silbersalze liefern®, die aber in Salpetersiure leicht léslich sind. 


1 Bereitet nach den Angaben in dieser Zeitschr. 71, 229, 1915. 
2 Ebendaselbst 71, 230, 1915. 








Uber die Fallung von EiweiBkoérpern mit Eisenhydroxydsol. I. 


Von 


Gulbrand Lunde und K. Wiilfert. 


(Aus dem Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie, 
Stavanger.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1930.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


AnlaBlich einer Reihe von Untersuchungen iiber die jodhaltigen 
Kérper der Thyreoidea wurde versucht, durch Fillung mit ver- 
schiedenen Mengen Eisenhydroxydsol eine Fraktionierung der jod- 
haltigen EiweiBkérper zu erreichen'. Da die Fallung eines Gemenges 
von Eiwei8kérpern durch Eisenhydroxydsol zum Zwecke der Frak- 
tionierung in der Literatur bisher nie beschrieben wurde, soll hier eine 
etwas ausfihrlichere Mitteilung iiber das Ergebnis unserer Versuche 
gegeben werden. 

Allgemein betrachtet, handelt es sich bei unseren Versuchen um 
die Flockung eines hydrophilen Sols durch Zusatz eines hydrophoben. 
Wir sprechen aber in diesem Falle besser von einem flockenden elektro- 
kratischen Sol an Stelle eines hydrophoben und haben in unserem 
Spezialfall die Flockung eines ampholytoiden Kolloids durch ein elektro- 
kratisches. 

Bevor wir auf die friiheren Arbeiten iiber die Wechselwirkung 
zwischen EiweiSkérpern und elektrokratischen Solen, sowie auf die 
Deutung unserer Versuchsergebnisse eingehen, sollen hier zuerst unsere 
Versuche beschrieben werden. Wir méchten hier gleich vorausschicken. 
daB unsere Versuche zuniachst den rein praktischen Zweck hatten, eine 
Fraktionierung der Eiweibkérper zu erreichen. Sie sind deshalb, von 
kolloid-chemischen Gesichtspunkten betrachtet, in vielen Punkten noch 
etwas mangelhaft und miissen infolgedessen noch als Vorversuche 
betrachtet werden. Wir sind zurzeit damit beschaftigt, bei genauer 
definierten Reaktionsbedingungen die Verhaltnisse weiter zu unter- 
suchen. 


1G. Lunde und K. Wiiljfert, Endokrinologie 4, 401, 1929. 
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Experimenteller Teil. 


Als Ausgangsmaterial fiir unsere Versuche diente ein PreBsaft aus 
frischer Thyreoidea. Als Fallungsmittel diente ein dialysiertes Eisen- 
hydroxydsol (Ferrum dialysatum, Merck). Das Sol enthielt 66 mg 
bei 40° im Exsikkator zur Gewichtskonstanz getrocknete Trocken- 
substanz pro Kubikzentimeter. Die Versuche wurden derart vor- 
genommen, daB eine bestimmte Menge des mit Wasser verditnnten 
PreBsaftes durch Zusatz von verschiedenen Mengen des Eisenhydroxyd- 
sols gefallt wurde. Zu diesem Zwecke werden je 10 ccm PreBsaft mit 
Wasser verdiinnt. Das zugesetzte Wasservolumen richtet sich nach 
der Menge des Eisensols, welches angewandt werden soll, und zwar so. 
daB das Gesamtvolumen nach beendeter Fallung stets das gleiche ist. 
Das Endvolumen war bei unseren Versuchen stets gleich 55 ccm. 


Zu diesem verdiinnten Saft, welcher eine triibe Fliissigkeit vorstellt. 
laBt man unter stetem Umschwenken tropfenweise die Eisenhydroxyd- 
lésung aus einer Biirette zulaufen. Hierbei fallt ein flockiger, brauner 
Niederschlag aus, welcher sich rasch absetzt. Man gibt etwas Toluol 
zu, verstopft den Kolbenhals mit Watte und 1laBt 24 Stunden stehen. 
Dadurch sollte erreicht werden, daB zwischen den beiden sich gegen- 
seitig ausflockenden Kolloiden sich ein stabiler Gleichgewichtszustand 
einstellt. Bei sofortigem Weiterverarbeiten der Niederschlage hatten 
die Versuche aus oben erwahnten Griinden und auch durch eventuelles 
MitreiBen geléster Stoffe unreproduzierbar werden kénnen. 


Nach 24 Stunden werden die iiber den Fallungen stehenden 
Flissigkeitsmengen vorsichtig abdekantiert, der Riickstand wird auf 
Goochtiegel aus Jenaer Glas (1g 4) gegeben. Tiegel mit gréBerer 
Porenweite haben sich als ungeeignet erwiesen. Man beginnt mit 
schwachem Vakuum, gibt das manchmal etwas braun durchlaufende 
Filtrat auf den Tiegel zuriick, saugt stirker und steigert das Vakuum 
allmahlich. Nachdem man mit 15 ccm Wasser gewaschen hat, saugt 
man lufttrocken. Hierauf bringt man die Tiegel in einen Thermostaten 
bei 40° und trocknet zur Gewichtskonstanz im Exsikkator iiber Schwefel- 
siure. 


Um das sehr langwierige Filtrieren der auBerst schleimigen Eisen- 
hydroxyd-Niederschlage zu beschleunigen, kann man auch in der Weise 
vorgehen, daB man nach dem Dekantieren mit 15 bis 20 ccm Wasser 
aufwirbelt, abzentrifugiert, das Waschwasser mit dem zuerst § ab- 
dekantierten vereinigt und den Riickstand mit Aceton tibergieBt. Die 
derart denaturierten Eisenhydroxyd-EiweiBfallungen filtrieren rascher 
und lassen sich mit Ather trocken waschen. Die eben geschilderte 
Behandlung der Niederschlage ist nur angangig, wenn das EiweiB dem 
Eisensol gegeniiber sich im Uberschu8 befindet. 
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Die dekantierte Fliissigkeit sowie das Filtrat von der Eisenhydroxyd- 
sol-Fallung werden vereinigt und mit Aceton gefallt. Die Fallung wird 
in der Weise vorgenommen, daB wir das Aceton in langsamem Strahl 
und in groBem Uberschu8 zulaufen lassen. Wahrend des Einlaufens 
ist konstant zu riihren. UnterlaBt man das kraftige Riihren oder gieBt 
man die Flissigkeit zu rasch ein, so bilden sich haufig klumpige Massen. 
welche schlecht filtrieren, schlecht trocknen und sich in acetonfeuchtem 
Zustand leicht bei Luftzutritt verfarben. Man schwenkt nach voll- 
endeter Fallung mehrere Male kraftig um. Wenn geniigend Aceton 
zugesetzt war, so setzt sich der flockige Niederschlag bald ab. Er halt 
sich lange schwebend bei Anwesenheit geringerer Mengen von Aceton. 
Nach mehrmaligem Umschwenken und Absitzen gieBt man die iiber- 
stehende Fliissigkeit ab und fiigt neue Fliissigkeit zu, das wird zweimal 
wiederholt. Die abgegossene Fliissigkeit wird bei gew6hnlichem Druck 
oder im Vakuum abdestilliert, eine kleine Menge sich machmal ab- 
scheidender Substanz wird abfiltriert und zur Hauptmenge gegeben. 

Der mit Aceton mehrmals gewaschene Niederschlag wird auf- 
gewirbelt, in ein Zentrifugenglas gebracht und mehrmals unter Er- 
neuerung der Fliissigkeit zentrifugiert. Hierauf bringt man ihn auf 
einen Glasgoochtiegel und filtriert. War der Niederschlag geniigend 
entwiassert, so filtriert die Fliissigkeit schnell, und man kann zur Ent- 
fernung des Acetons gleich mit Ather nachwaschen. Das Trocken- 
werden der nunmehr pulvrigen Substanz ist sowohl an der Bildung von 
Spriingen in der zusammengepreBten Masse, wie an einem auffallenden 
Hellwerden zu erkennen. War der Niederschlag hingegen nicht ge- 
niigend entwassert, so verschmiert er sich leicht an deg Luft und filtriert 
sehr schlecht. Ather darf erst zugegeben werden, wenn das meiste 
Wasser durch das Aceton entfernt ist, da sonst der Ather iiber der 
feuchten Masse flieBt und verschmiert. Die lufttrockenen Niederschlage 
werden im Exsikkator tiber konzentrierter Schwefelséure und Paraffin 
im Vakuum weiter getrocknet, bis Gewichtskonstanz eingetreten ist. 
Dies ist bei scharfer Trocknung, wobei der Exsikkator konstant im 
Vakuum einer Wasserstrahlpumpe gehalten wird, nach 6 bis 8 Stunden 
erreicht. 

Die Tabelle I enthalt die bei der Fallung mit verschiedenen Mengen 
Eisenoxydsol gefundenen EiweiBmengen. Die Eiweibmengen wurden 
aus den Werten fiir die Gesamtfallung einfach durch Abziehen der 
mitgefallten Menge Eisenoxyd berechnet. Die Abb. 1 zeigt graphisch 
die ausgefallten Eiwei®mengen (Kurve II). Die Kurve zeigt scheinbar 
einen auBerordentlich regelmaBigen Verlauf. Geringe Abweichungen vom 
gleichmaBigen Verlauf kénnten als geringe Versuchsfehler betrachtet 
werden. Die spiteren Jodbestimmungen in diesen Fallungen zeigten 
jedoch, daB die Verhaltnisse durchaus nicht so einfach sind. Wir 
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Tabelle I. 
Ausgefallte Menge Eiwei8 mit Eisenhydroxydsol. 
Menge Gesamtfallung Mitgefilltes Ausgefialltes Fisengel 
Hisensol del Boece Hisenhydroxyad : pweil an. am 
ecm mg mg mg 9/9 
0,1 31 6,6 24.4 21,3 
0,2 71 13,2 57,8 18,6 
0,3 92 19,8 72,2 21,5 
0,4 110 26,4 83,6 24,0 
0,5 141 33,0 108,0 23,4 
0,6 169 39.6 129.4 23,4 
0,7 188 46,2 142 24,6 
0,8 210 52,8 157 25,1 
0,9 226 59,4 166,6 26,3 
1,0 247 66.0 181 26,7 
1,5 332 99.0 233 29,8 
1,8 374 119 255 31,8 
2,0 410 132 278 32,2 
2,5 466 165 301 35,4 
3,0 534 198 336 37,1 
3,5 581 231 350 39,8 
4,0 635,6 264 371 41,5 
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Abb. 1. 
Ausgefillte Menge Eiweifi mit verschiedenen Mengen Eisenhydroxydsol. 
I Gesamtfallung. II Eiweif der Fillung. 


bringen deshalb gleich den ersten Teil unserer Kurven in gréBerem 
MaBstab (Abb. 2), wobei die Abweichungen von dem regelmaBigen 
Verlauf der Kurve deutlicher zum Vorschein kommen. 

Die Tabelle II enthalt die mit Aceton nach vorhergehender Fallung 
mit Eisenhydroxydsol ausgefillten EiweiBmengen. Die Abb. 3 zeigt 
graphisch die mit Aceton ausgefallten EiweiBmengen. Diese Kurve 
mu das Spiegelbild zur Kurve II in Abb. 1 darstellen, da ja die Summe 
der Eisenhydroxydsolfallung und der Acetonfallung immer konstant 
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Tabelle Il. 
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Ausgefallte Menge EiweiB mit Aceton nach vorhergehender Fallung mit 


verschiedenen Mengen Eisenhydroxydsol. 








wel - wel 
dlcnge,  "mitaccton” der Elwes: | MOM, "iit Acotom 
g mengen geta 
cem mg mg ecm mg 
_ 395 — 0.9 230 
0,1 370 25 1,0 216 
0,2 337 33 1,5 168 
03 322 15 1,8 136 
0.4 311 11 2.0 111 
0.5 287 24 2.5 83,4 
0,6 265 22 3,0 49 
0,7 253 12 3,5 30 
0.8 238 15 4.0 20,1 
mg 
320 
300 
280 
260 
240 
220 


gs 
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Abb. 2. 
Mit Eisenhydroxydsol ausgefalltes Eiweif. 


| Gesamtfillung. Il Eiweif der Fillung. 














400 1 
mg | 
Sr ——— + oh Ht OY tH 4 
Ee sane suc RRR MGS Cite WE 
700 }— —- T —-—-4-—-- ~— —- —+ —- + + 

0 OS 40 ) GO Gs 50 55 40 

com Eisenhydroxya-J5ol 
Abb. 3 


Differenzen 
der Eiweib- 
mengen 
mg 


8 
14 
48 
32 
25 
27 
34 
19 
10,1 


Ill Eisenhydroxydgel der Fallung 


Mit Aceton ausgefilltes Eiweifi nach vorhergehender Fallung mit verschiedenen 


Mengen Eisenhydroxydsol. 
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ist. Die Kurven in den Abb. 1, 2 und 3 geben uns kein deutliches Bild 
von den Verhaltnissen bei der Fallung, insbesondere geht die Bedeutung 
der UnregelmaBigkeiten in dem Verlauf dieser Kurven aus den eben 
erwahnten Abbildungen nicht deutlich hervor. Wir haben deshalb 
in Abb. 4 die mit Eisenhydroxydsol gefiallte EiweiBmenge graphisch 
als Fliche aufgetragen. Zu diesem Zwecke benétigen wir die Differenzen 
der EiweiBfallungen. Diese Differenzen sind in der Tabelle III, dritte 


Tabelle III. 
Verteilung von Eiweifi und Eisenhydroxydgel bei fraktionierter Fallung 
mit Eisenhydroxydsol. 





Gesamtfillung 


Menge Eiweif Mitgefilltes : Eiw eib | - Eisengel J 

Eisensol und Eisengel Eisengel in der Fraktion in der Fraktion 
ecm mg mg mg 99 
0,0—0,1 31,0 6,6 24,4 21,3 
0,1—0,2 40,0 6,6 33,4 16,5 
0,2—0,3 | 21,0 6,6 14,4 31,4 
0,3—0,4 18,0 6,6 11,4 36,7 
0,4—0,5 31,0 6,6 24,4 21,3 
0,5—0.6 28,0 6,6 21,4 23,6 
0,6—0,7 19,6 6,6 13 33,7 
0,7—0,8 21,6 6,6 15 30,6 
) 6,6 40,7 
6 31,4 
38,9 
47,6 
36,1 
58,9 
48,5 
70,2 
61,1 
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Abb. 4. 
Fraktionierte Fallung des Eiweifes mit Eisenhydroxydsol. 
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Reihe, ausgerechnet. Diese Zahlen stellen also diejenigen EiweiBmengen 
dar, die durch fraktionierte Fallung mit steigenden Mengen Eisen- 
sol erhalten werden (unter der Voraussetzung, da bei jeder Menge 
Eisensol dieselbe EiweiBfaillung durch ein allmahliches Zusetzen von 
Eisensol und Entfernen der Niederschlige wie durch einmaliges Zu- 
setzen der gesamten Eisenhydroxydsolmenge erhalten wird). Die 
Summe dieser Differenzen ergibt dann schlieBlich die mit Eisenhydroxyd- 
sol gefillte Gesamteiweibmenge. 

Die dadurch entstehende Gesamtfliche stellt also die mit 4 ccm 
Eisenhydroxydsol gefallte Gesamteiweifimenge dar. Abb. 4 zeigt deutlich 
die UnregelmaBigkeiten in der Ausfillung, die in Abb. 2 (Kurve II) 
bereits deutlich erkennbar waren. 

In gleicher Weise kénnen wir auch die Differenzen der mit Aceton 
gefallten EiweiBmengen rechnerisch ermitteln (Tabelle TI). Diese 
Zahlen haben aber nur als Kontrolle ein gewisses Interesse. Praktisch 
1aBt sich eine fraktionierte Fallung auf diese Art und Weise selbst- 
verstandlich nicht durchfihren. 

Wie aus der Abb. 2 besonders deutlich hervorgeht, ist das Ver- 
haltnis zwischen EiweiS und Eisenhydroxydgel der Fallungen nicht 
konstant. In Tabelle I, letzte Reihe, haben wir das Verhialtnis des Eisen- 
hydroxydgehaltes zur Gesamtfallung in Prozenten angefiihrt. Abb. 5 
zeigt dieses Verhaltnis graphisch. 
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Eisenhydroxydgel in den Eisenhydroxyd-Eiweiffillungen in °/9. 
Biochemische Zeitschrift Band 219. 12 
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Abgesehen von einigen UnregelmaBbigkeiten im Anfang der Fallung 
steigt die Konzentration des Eisenhydroxyds in der Fallung mit 
steigender Menge des fallenden Eisenhydroxydsols, wobei also stets 
Eiwei8 im UberschuB ist und die Gesamtmenge des zugesetzten Eisen- 
hydroxydsols stets ausgefallt wird. 

Rechnen wir die Differenzen der Fallungen aus und berechnen 
wir die Konzentration des Hisenhydroxydgels in den Fraktionen, so 
erhalten wir die Zahlen in der letzten Reihe der Tabelle III. Die 
EKisenhydroxydkonzentration in den Fraktionen steigt im groBen und 
ganzen. Dies ist ja auch einleuchtend, denn die absoluten Eiweib- 
mengen fallen, wie aus der Abb. 4 hervorgeht, und die absoluten Eisen- 
hydroxydmengen sind konstant. Entsprechend der graphischen Dar- 
stellung der absoluten Eiweifmengen (Abb. 4) und den Abweichungen von 
einem regelmaBigen Verlauf der Kurve in Abb. 5 ist die Zahlenreihe fiir 
die Eisenhydroxydkonzentration der Fraktionen auch sehr unregelmaBig. 

Da der Zweck der vorliegenden Arbeit eine Fraktionierung der 
jodhaltigen EiweiBkérper war, so wurde in samtlichen Fallungen 
der Jodgehalt ermittelt. Da der Jodgehalt fiir die hier untersuchten 
EiweiBkérper gerade charakteristisch ist, so geben diese Untersuchungen 
tiber den Jodgehalt ein gutes Bild von der Natur der mit verschiedenen 
Mengen Eisenhydroxydsol ausgefillten EiweiSkérper. Es _ sollen 
deshalb auch diese Joduntersuchungen hier mitgeteilt werden. 

Auf das Verfahren bei der Jodbestimmung kénnen wir hier nicht 
eingehen. Es sei auf die diesbeziiglichen Arbeiten von G. Lunde und 
Mitarbeitern verwiesen!. Die nachfolgende Tabelle IV zeigt den 
Jodgehalt des mit verschiedenen Mengen Eisenhydroxydsol gefillten 
EiweiBes in y (= */,999 mg) sowie in Promille. 





Tabelle IV. 
Jodgehalt des mit verschiedenen Mengen LEisensol gefallten EiweiBes. 
. "Gesamt- Jodgehalt ; . Gesamt- Jodgehalt 
M } Menge Kegs 
Bisensol sO “Eicines | Bisensot | Jape er tee ecines 
ecm y %C0 ecm 7 loo 
0,1 75 3,07 1,0 496 2,75 
0,2 76,5 1,32 1,5 650 2,78 
0,3 114 1,58 1,8 695 2,74 
0,4 136 1,62 2,0 731 2,60 
0,5 158 1,46 2,5 785 2,60 
0,6 178 1,38 3.0 836 2,48 
0,7 211 1,49 3,5 899 2,54 
0,8 220 1,40 4,0 890 2,40 
0,9 241 1,45 





1 G. Lunde, K. Closs und J. Bée, Preglfestschr. 1929, S. 272; G. Lunde 
und K. Wiilfert, Endokrinologie 4, 321, 401, 1929; K. Wiilfert, Mikrocnemie 
8, (N. F. 2), 1930. 
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s Abb. 6 zeigt die absoluten Jodmengen der mit Eisenhydroxydsol 
erhaltenen Eiweibfallungen graphisch. Die Kurve zeigt von 0 bis 0,1 
und von 0,9 bis 1,0cem Eisenhydroxydsol einen sehr steilen Verlauf, 
wihrend der Verlauf der Kurve sonst regelmabiger ist. Es ist bemerkens- 
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Abb. 6. 
Absoluter Jodgehalt des mit verschiedenen Mengen Eisenhydroxydsol 
; gefillten Eiweifes. 
. . . r . . 
wert, daB diese besonders steilen Teile der Kurve mit den steileren 
Partien der Kurve LL in Abb. 2 sowie mit den Maxima in Abb. 4 nicht 


zusammenfallen. Die letzte Reihe der Tabelle IV zeigt den Jodgehalt 
der mit verschiedenen Mengen Eisenhydroxydsol erhaltenen Eiweib- 
fallungen in Promille. 


Die Zahlenreihe zeigt, da8 mit 0,1 ccm Eisensol bei den vorliegenden 
Konzentrationsverhaltnissen ein relativ jodreiches Gemenge gefillt 
wird. Mit Solmengen von 0,2 bis 0,9 ccm fallen jodarmere unter sich 
etwa gleich jodreiche Produkte. Mit 1,0ccm Sol wird wiederum ein 
jodreiches Gemenge ausgefallt. Genau wie fiir den Gesamtjodgehalt 
haben wir auch hier ein plétzliches Ansteigen zwischen 0,9 und 1,0 ccm 
Kisenhydroxydsol. Dieses Ansteigen auch fiir die Konzentration 
des Jods in der Fillung zeigt deutlich, daB das plétzliche Ansteigen 
in Abb. 5 zwischen 0,9 und 1,0 cem nicht durch das gleichzeitige Aus- 
fallen von groBen EiweiB®mengen verursacht sein kann, sondern daB 
diese Erscheinung durch die Ausfiallung eines relativ jodreichen EiweiB- 
gemenges bedingt sein muB. 


Es wurde auch der Jodgehalt des mit Aceton ausgefillten Ei- 
weiBes nach vorhergehender Fallung mit Eisenhydroxydsol in jedem 
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Falle bestimmt. Wir haben aber auf die Wiedergabe dieser Zahlen ver- 
zichtet, da sie eigentlich nur eine Wiederholung darstellen und sich 
auch aus den bereits mitgeteilten Zahlen errechnen lassen. Es sei nur 
mitgeteilt, daB die fiir die Acetonfallungen erhaltenen Werte in bester 
Ubereinstimmung mit den fiir die Eisenhydroxydsolfaillungen erhaltenen 
stehen. Die Summe der Jodgehalte in der Eisenhydroxydsolfillung 
und in der entsprechenden Acetonfallung mu® immer gleich sein. 
Samtliche Zahlen dieser Untersuchungen wurden in der bereits er- 
waihnten Arbeit von uns mitgeteilt!. 

Damit die Bedeutung der aus Tabelle IV und Abb. 6 ersichtlichen 
Unterschiede in den Jodgehalten besser zum Ausdruck kommt, haben 
wir aus den gefundenen Zahlen den Jodgehalt der bei einer fraktionierten 
Fallung mit Eisenhydroxydsol erhaltenen EiweiBmengen rechnerisch 
ermittelt. Die dabei erhaltenen Zahlen haben wir in der Tabelle V 
zusammengestellt. 





Tabelle V. 
Jodgehalt der EiweiSfraktionen bei der Fallung mit Eisenhydroxydsol. 
Menge Eisensol Kiwelimenge | derBiweibtraktion | der KiwelBtraktion 

ecm mg Y 9/00 
0,0—0,1 24,4 75 3,07 
0,1—0,2 33,4 1,5 0,945 
0,2—0,3 14,4 37,5 2.6 
0,3—0,4 11,4 22 2,0 
0,4—0,5 24,4 22 0,95 
0,5—0,6 21,4 20 0,9 
0,6—0,7 13 33 2,63 
0,7—0,8 15 9 0,6 
0,8—0,9 9,6 21 2,2 
0,9—1,0 14,4 255 17,7 
1,0—1,5 ‘ 52 154 2,95 
1,5—1,8 22 45 2,02 
1,8—2,0 23 36 1,56 
2,0—2,5 23 54 2,35 
2,5—8,0 35 51 1,43 
3,0—3,5 14 30 2,15 
3,5—4,0 21 0 0,0 


Die Tabelle V zeigt, daS zuerst ein relativ groBer Jodbetrag 
ausgefallt wird. Bei der weiteren Fraktionierung fallen wesentlich 
geringere Jodmengen aus, wihrend zwischen 0,9 und 1,0ccm Sol 
eine auBerordentlich groBe Jodmenge (27 °,, des Gesamtjods) auf einmal 
ausfallt. Diese groBe Jodmenge erklirt uns das Steigen der Kurve 
zwischen 0,9 und 1,0 ccm Sol in Abb. 6. Vergleicht man die graphische 
Darstellung in Abb.4 mit den Zahlen der Tabelle V, so sieht man, 


2 G. Lunde und K. Wiiljert, Endokrinologie 4, 401, 1929. 




















Fallung von EiweiBkérpern mit Eisenhydroxydsol. I. 181 


daB die Maxima der Jodausfillung sich mit den Maxima der Eiweib- 
ausfillung nicht decken. Noch klarer kommen diese Verhaltnisse 
zum Ausdruck, wenn man die Jodkonzentration dieser Eiweib- 
fraktionen berechnet. Die Tabelle V enthalt den Jodgehalt der EiweiB- 
fraktionen in Promille (4. Reihe). 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wie eingangs erwéhnt, wurde das Eisenhydroxydsol zum Zwecke der 
Fraktionierung von EiweiBkérpern bisher nicht verwendet. Michaelis und 
Rona* haben ein Verfahren zum Enteiweifen eiweibhaltiger Fliissigkeiten 
mit Eisenhydroxydsol angegeben; sie versetzen die natiirliche elektrolyt- 
haltige EiweiSlésung mit Eisenhydroxydsol im geeigneten Uberschu8 und 
kénnen dadurch eine vollstandige EnteiweiBung der Lésung erreichen. 
Sie haben auch zum Enteiweifen eine Mastixemulsion oder Kaolinsuspension 
verwendet. Die Verhaltnisse liegen hier ahnlich wie bei unseren Versuchen. 
Nur wird bei uns nicht Eisenhydroxydsol im Uberschuf zugesetzt. 


Die Wechselwirkung zwischen hydrophoben (elektrokratischen) und 
hydrophilen Solen ist von mehreren Seiten studiert worden, und zwar 
gerade die Wechselwirkung zwischen Eisenhydroxydsol und Eiweiikérpern. 
Bei der Reaktion der beiden Kolloide miteinander miissen wir drei Falle 
unterscheiden, gegenseitige Flockung, Sensibilisierung oder Schutzwirkung. 
Pauli? weist darauf hin, daB es von der Natur der reagierenden Kolloide, 
von ihrem Mengenverhialtnis und ganz besonders von ihrem Elektrolyt- 
gehalt abhangt, welche von diesen drei Erscheinungen im gegebenen Falle 
auftreten wird. In unserem Falle tritt also eine Flockung ein, und die 
Gesamtmenge des zugesetzten elektrokratischen Kolloids wird mit einem 
Teile der vorhandenen EiweiSkérper zusammen geflockt. Bei dieser Flockung 
liegt zweifellos eine Entladung der beiden Kolloide vor. Das positive Eisen- 
hydroxydsol reagiert dabei mit einer 4quivalenten Menge negativer Gruppen 
der EiweiBkérper. Dabei spielt aber zweifellos auch das vorhandene Neutral- 
salz eine groBe Rolle. Bevor wir aber auf die weitere Erklarung dieser 
Reaktion eingehen, sollen einige friihere Untersuchungen erwahnt werden. 
Henri und Mitarbeiter ?* stellten fest, daB bei Zusatz von Starke zu einem 
Eisenhydroxydsol die Flockung des Sols bei kleineren Elektrolytkonzentra- 
tionen erfolgt als beim reinen So]. Gatin-Gruzewska* fand bei Zusatz von 
Glykogen zu einem Eisenhydroxydsol dasselbe Verhalten. Nach Pauli 
und: Flecker® zeigt das Eisenhydroxydsol mit Albumin eine optimale 
Flockungszone. Bei Uberschu® des elektrokratischen Kolloids wirkt eine 
geringere Elektrolytmenge fallend, als zur Fallung des reinen Eisenhydroxyd- 
sols notwendig ist. Die Herabsetzung der Bestaéndigkeit gegen Elektrolyt- 
zusatz (Herabsetzung des Schwellenwertes) eines elektrokratischen Sols 
durch Zusatz eines hydrophilen hat Freundlich Sensibilisierung genannt. 
Die Sensibilisierung ist also gewissermafen en: Gegenstiick zur Schutz- 


1 L. Michaelis und P. Rona, diese Zeitschr. 2, 219, 1907; 3, 109, 1907; 
4, 11, 1907; 5, 365, 1907; 7, 329, 1908; 8, 356, 1908; 14, 476, 1908. 

2 Wo. Pauli und E. Valko, Elektrochem. d. Kolloide 1929, S. 358. 

3 V. Henri, Lalou, Mayer und Studel, C. r. Soc. Biol. 55, 1666, 1904. 

4 Gatin-Gruzewska, ebendaselbst 58, 698, 1906. 

5 Wo. Pauli und L. Flecker, diese Zeitschr. 41, 461, 1912. 
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wirkung, bei welcher der Schwellenwert des elektrokratischen Sols durch 
Zusatz des hydrophilen erhéht wird. Die Einwirkung der EiweiS8kérper 
auf Eisenhydroxydsol wurde von Brossa und Freundlich’! genauer studiert. 
Es wurden bei ihren Versuchen wechselnde Mengen eines Eisenhydroxydsols 
mit einem Albuminsol versetzt und der Koagulationswert mit Natrium- 
chlorid als Koagulator bestimmt. Dabei ergab sich, dab die Stabilitaét der 
Sole mit steigendem Uberschu8 an Albuminsol abnimmt. Brossa und 
Freundlich konnten weiter zeigen, dafi die Eisenhydroxyd-Albuminsole, 
wie das Eisenhydroxydsol, im kataphoretischen Versuch zum negativen 
Pol wandern, da’ die Micellen also positiv geladen sind. Die Wanderungs- 
geschwindigkeit der Eisenhydroxyd-Albuminmicellen ist aber kleiner als 
die der Eisenhydroxydmicellen und deshalb auch ihre Ladung kleiner. 
Die zur Faéllung notwendige Konzentration des fallenden Elektrolyten ist 
deshalb fiir die Eisenhydroxyd-Albuminsole kleiner als fiir das reine Eisen- 
hydroxydsol, und die Sensibilisierung kommt dadurch zustande. Brossa 
und Freundlich versuchten die Sensibilisierung als eine Entladung des 
Eisenhydroxydteilchens durch entgegengesetzt geladene Eiweifionen zu 
erklaren, wodurch die Besténdigkeit des Eisenhydroxydsols verringert 
werden sollte. Da die Eiweifikérper amphoter sind, so war es verstandlich, 
da sie nicht nur positiv geladene elektrokratische Sole sensibilisieren 
konnten, sondern auch negative, wie auch Michaelis und Rona (l.c.) fiir 
die negativen Mastix- und Kaolinsuspensionen gezeigt hatten, sowie auch 
Brossa und Freundlich fiir das negative Mo,O;-Sol. Brossa* fand aber, 
daB8 auch Tannin, das kein amphoteres Kolloid ist, sowohl positiv wie 
negativ geladene hydrophobe Sole sensibilisieren konnte. 


Neisser und Friedemann*® beobachteten auch eine Sensibilisierung 
einer Mastixemulsion durch Gelatine. Die Sensibilisierung der elektro- 
kratischen Sole durch kapillaraktive Nichtelektrolyte versuchten Freundlich 
und Rona* dadurch zu erkléren, daB die kapillaraktiven Stoffe an der 
Grenzflache des elektrokratischen Sols adsorbiert werden und, da sie eine 
viel kleinere Dielektrizitétskonstante als das Lésungsmittel besitzen, dadurch 
die Ladung des elektrokratischen Kolloidteilchens herabsetzen. Windisch 
und Bermann® untersuchten die Sensibilisierung eines Eisenhydroxydsols 
durch mehrere Kolloide. Dabei stellte sich heyaus, daB die Sensibilisierung 
bei Anwendung der verschiedenen Kolloide sehr verschieden groB ist, ja 
die verschiedenen Kolloide sind in ihrem Verhalten gegeniiber dem Eisen- 
hydroxydsol so spezifisch, daB dieses Verhalten zu ihrer Charakterisierung 
dienen kann. Windisch und Bermann haben als MaB fiir die Sensibilisierung 
die ,,Eisenzahl‘‘ eingefiihrt, analog der ,,Goldzahl‘‘ von Zsigmondy fiir die 
Schutzwirkung. Nicht alle von Windisch und Bermann untersuchten 
Kolloide bewirken eine Senkung des Schwellenwertes des Eisenhydroxyd- 
sols, bei einigen Kolloiden haben wir sogar eine Erhéhung des Koagulations- 


1 Brossa und H. Freundlich, Zeitschr. f. physik. Chem. 89, 306, 1915; 
H. Freundlich, Kapillarchem. 2. Aufl., 1922, S. 799ff. 

2 Brossa, Kolloidzeitschr. 82, 107, 1923. 

3 M. Neisser und U. Friedemann, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 11, 
1904. 

4 H. Freundlich und P. Rona, diese Zeitschr. 81, 87, 1910. 

5 W. Windisch und V. Bermann, Wochenschr. f. Brauerei 27, 109, 121, 
129, 137, 145, 153, 1920; vgl. besonders 8. 130 bis 132 und 137 bis 139. 
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wertes, also eine Schutzwirkung. Freundlich und Lindau! untersuchten 
die Einwirkung mehrerer Eiweilstoffe auf Eisenhydroxydsol. Dabei wurde 
die Beeinflussung des Koagulationswertes des Eisenhydroxydsols mit 
Natriumchlorid als Koagulator bei Gegenwart verschiedener Eiweifikérper 
untersucht. Es stellte sich dabei heraus, dai bei Zusatz von einigen Eiweib- 
kérpern (Gelatine und Trypsin) Flockung ohne Salzzusatz erfolgt, wahrend 
andere Eiweiikérper (Eieralbumin und Serumparaglobulin) eine Sensi- 
bilisierung, d.h. also eine Erniedrigung des Koagulationswertes, andere 
wieder (Haimoglobin und Globin) eine Schutzwirkung, d.h. also eine Er- 
héhung des Koagulationswertes hervorrufen. Freundlich und Lindau 
deuten diese Tatsachen durch die Annahme einer chemischen Wechsel- 
wirkung zwischen den beiden Kolloiden, wobei eine Komplexverbindung 
entsteht. Nach Freundlich und Lindau besitzt die komplexe Verbindung 
einen charakteristischen Koagulationswert. Liegt dieser Wert niedriger 
als der Koagulationswert des reinen Eisenhydroxydsols, so haben wir 
das Phinomen der Sensibilisierung. Aus den Versuchen von Freundlich 
und Lindau geht also hervor, dali die Sensibilisierung und die Schutz- 
wirkung nicht auf zwei voneinander verschiedene Ursachen zuriick- 
zufithren sind, sondern in Wirklichkeit als ein und dasselbe Phéinomen 
betrachtet werden miissen. Bei den Versuchen von Freundlich und Lindau 
kommt die Faéllung derart zustande, daB die gemischten Kolloide durch 
einen Elektrolyten gefallt werden. Bei unseren Versuchen dagegen liegen die 
EiweiBk6rper mit ihrem natiirlichen Elektrolytgehalt vor, und die Fallung 
entsteht durch Zusatz verschiedener Mengen des Eisenhydroxydsols. 
Wir haben also in unserem Falle die Mischungsreihenfolge : 
EiweiBlésung + Elektrolyt + Eisenhydroxydsol, 

wahrend bei den Versuchen von Freundlich und Lindau die Reihenfolge: 

Eiwei8lésung + Eisenhydroxydsol + Elektrolytlésung 
war. 

Es ‘ist einleuchtend, daB die Verhaltnisse in diesen beiden Fal'en anders 
sein miissen. In unserem Falle erfolgt die Fallung sofort beim Eintreten 
des elektrokratischen Sols in die Lésung von Eiweif und Elektrolyt, 
wahrend im zweiten Falle die beiden Kolloide noch vor der Flockung durch 
einen Elektrolyten zu einem neuen Kolloid mit charakteristischem Koagu- 
lationswert zusammentreten kénnen. Dab die Verhaltnisse ganz anders 
sind, sieht man auch daraus, daB bei dem Eiweil-Eisenhydroxydsol bei 
héheren Elektrolytkonzentrationen keine Flockung eintritt, wahrend bei 
sonst gleichen Konzentrationen, wenn das Eisenhydroxydsol zuletzt zu- 
gesetzt wird, eine solche obere Nichtflockungszone nicht beobachtet wurde ®. 

Wir haben in einigen Vorversuchen auch die Fallung des elektrolyt- 
haltigen EiweiBgemisches mit einem Uberschuf von Eisenhydroxydsol 
versucht, wobei sich jedoch Verhiltnisse zeigten, die auf eine Peptisierung 
der Fallung durch den Uberschu8 an Eisenhydroxydsol deuteten. Wir 
werden auf diese Versuche in einer spaéteren Arbeit wieder zuriickkommen. 

Die Betrachtung der Kurven in Abb. 1 und 3, die die mit steigenden 
Mengen Eisenhydroxydsol ausgefallten EiweiBmengen bzw. in der Lésung 
zuriickbleibenden Eiweifimengen darstellen, zeigt uns ein regelmdfiges 
Ansteigen der Eiweiimengen mit steigenden Mengen von Eisenhydroxydsol, 


1 H. Freundlich und Lindau, diese Zeitsch~. 208, 91, 1929. 
2 H. Freundlich, Kapillarchem. 2. Aufl., 5S. 807. 
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obwohl die Jodkonzentration in diesen Fallungen groBe Unterschiede 
aufweist (Abb. 6). Die Kurven der ausgefallten Eiweilimengen (Abb. 1 und 3) 
mit dem regelmaéSigen Verlauf sollten auf eine allmaéhliche Entladung 
des EiweiBes durch das Eisenhydroxydsol hindeuten. Wir hatten also in 
unserem Falle den Vorgang folgendermaSen zu erkliren: Das positive 
Eisenhydroxydsol reagiert beim Eintreten in die Eiwei®lésung mit den 
negativen Gruppen der Eiwei8kérper. Die Ladung dieser Eiweil-Eisen- 
hydroxydteilchen wird dann so gering, daB diese Teilchen bei der vor- 
handenen Elektrolytkonzentration ausfallen miissen. 

Unsere Versuche haben aber weiter gezeigt, daS die mit verschiedenen 
Mengen Eisenhydroxydsol ausgefallten Eiweifkérper beziiglich ihres 
Jodgehalts auBerordentlich verschieden sind. Unsere Versuche zeigen, 
da8 bei einer ganz bestimmten Fraktion in der Eisenhydroxydsolfallung 
ein auBerordentlich jodhaltiger Kérper ausfallt. Daraus miissen wir ent- 
nehmen, da die Affinitét des Eisenhydroxydsols gegeniiber den vor- 
handenen EiweiS8kérpern sehr verschieden sein muB. Wenn aber das Eisen- 
hydroxydsol gegeniiber den EiweiSkérpern so auBerordentlich spezifisch 
reagiert, dann ist es schwer verstaéndlich, wie die Reaktion nur als ein 
Entladungsvorgang betrachtet werden kann. Wir miiS8ten dann die An- 
nahme machen, daB das Eisenhydroxydsol gerade diejenigen Eiweiikérper 
entladt, die am leichtesten koagulierbar sind, mit anderen Worten, die die 
geringste Ladung besitzen. Diese Annahme erscheint uns aber sehr un- 
wahrscheinlich. 

Fassen wir die Erscheinung als eine Sensibilisierung auf, so unter- 
scheiden sich also die in unserem EiweiBgemisch vorhandenen Eiweif- 
kérper beziiglich ihrer Sensibilisierung sehr stark. Diejenigen, die die 
stirkste Sensibilisierung des Eisenhydroxydsols hervorrufen, werden 
zuerst ausgefallt. Unsere Versuche bestétigen diejenigen von Windisch 
und Bermann, sowie von Freundlich und Lindau, daB die Eiwei®kérper 
gegeniiber dem Eisenhydroxydsol ein sehr spezifisches Verhalten zeigen. 
Es sei hier allerdings bemerkt, da8 wir unsere Eiweiffraktionen lediglich 
durch ihre Jodkonzentration charakterisiert haben, und daB in diesen 
Fraktionen selbstverstaéndlich sehr jodreiche EiweiBkérper im Gemisch 
mit anderen vorliegen kénnen. Gegeniiber den jodhaltigen Eiwei®kérpern 
erweist sich aber das Eisenhydroxydsol jedenfalls sehr spezifisch. 

Es soll jetzt noch die Méglichkeit der Bildung von chemischen Ver- 
bindungen zwischen den Eiwei8kérpern und den Eisenhydroxydteilchen 
erértert werden. Man kénnte annehmen, da®B einfach Verbindungen 
zwischen den Eiwei8kérpern und dem Eisenhydroxydsol entstehen, die 
sich in ihrer Stabilitét unterscheiden. Wir kommen dann auf die Vor- 
stellungen von Freundlich und Lindau zuriick, die eine Komplexverbindung 
mit einem charakteristischen Koagulationswert annehmen. Diese Vor- 
stellung stimmt auch mit der alten Auffassung von Pauli und Flecker 
iiberein. Die Entstehung dieser Komplexverbindung kénnen wir aber 
nicht als chemische Reaktion auffassen. Es gibt aber auf diesem Gebiet 
so viele Reaktionen, bei denen man weder von einer rein chemischen, 
noch von einer rein physikalischen Reaktion sprechen kann, und wir 
haben eben in unserem Falle das Zusammenwirken chemischer und 
physikalischer Einfliisse. 

Zweifellos kommt auch der Anderung der H-Ionenkonzentration der 
Lésung durch den Zusatz von steigenden Mengen des elektrokratischen 
Sols eine gewisse Bedeutung zu. Nach den Untersuchungen von Freundlich 
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und Lindau kommt der Einflu8 der H-Ionenkonzentration jedoch erst in 
zweiter Linie in Betracht. Auf die Bedeutung der H-Ionenkonzentration 
fiir die fraktionierte Fallung werden wir in einer spateren Arbeit zuriick- 
kommen. 

Falls wir die Ausfaéllung der Eiwei8kérper durch das Entstehen einer 
Komplexverbindung mit den Eisenhydroxydteilchen erkliren, die dann 
durch die Neutralsalze gefallt wird, so muB diese Komplexverbindung 
sehr rasch entstehen. Beim Eintritt des Eisenhydroxydsols in die EiweiB- 
lésung ist es aber dann unvermeidlich, da®B die Eisenhydroxydsolteilchen 
auch mit Eiweibteilchen reagieren, die eine geringere Affinitét aufweisen, 
als die betreffende Fraktion in Wirklichkeit zeigt. Ist aber die Reaktion 
zwischen den beiden Kolloiden umkehrbar, so wird sich trotzdem nach 
einiger Zeit ein Gleichgewicht einstellen. Unsere Fallungen standen ja 
auch 24 Stunden. Soll diese Reaktion umkehrbar sein, so mu’ durch die 
Reaktion der beiden Kolloide keine Denaturierung eintreten. Nach Freund- 
lich und Lindau lassen sich aber die Eiwei’-Eisenhydroxydkoagulate 
kurz nach der Fallung durch Verdiinnen mit Wasser wieder peptisieren, 
was jedenfalls auf eine nicht sofort eintretende Denaturierung hindeutet. 
Die Bedeutung des vorhandenen Neutralsalzes bei der Fallung soll noch 
eingehend untersucht werden. Da8 die Neutralsalze bei der Ausfillung 
jedenfalls eine groBe Rolle spielen, steht auBer jedem Zweifel, selbst wenn 
die Fallung als eine reine Schwermetallfallung etwa wie mit Eisenchlorid 
betrachtet werden mu8. Pauli! hat némlich gezeigt, daB méglichst elektrolyt- 
freie Albuminlésungen von Schwermetallsalzen nicht ausgeflockt werden, 
wahrend elektrolythaltige eine Flockung aufweisen. 


Zusammenfassung. 


Durch unsere Versuche ist festgestellt worden, daB das Eisen- 
hydroxydsol gegeniiber ampholytoiden Kolloiden ein stark spezifisches 
Verhalten zeigt und da es sich deshalb zur Charakterisierung und 
Fraktionierung von Eiwei8kérpern eignet in Fallen, bei denen andere 
Methoden nicht. zum Ziele fiihren. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch Bewilligung von ,,A/S Norsk 
Varekrigsforsikrings Fond“ unterstiitzt, wofiir wir unseren Dank 
aussprechen méchten. 


1 Wo. Pauli, Hofmeisters Beitr. f. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 541, 1906. 











Uber den Nahrwert reiner Fleischkost, hergestellt aus rohem, 
gekochtem und autoklaviertem Muskelfleisch bei Ratten. 


Von 


Arthur Scheunert und Hans Bischoff (Rostock). 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitaét Leipzig.) 
(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei den Erérterungen iiber die Bedeutung der Rohkost und die 
Beeinflussung des Nahrwertes durch das Kochen ist mehrfach auch 
die Behauptung aufgetreten, daB das EiweiB durch die Kochbehandlung 
in seinem Nahrwert geschadigt werde. Wenngleich sich diese Be- 
hauptungen schon aus dem anerkannten Tatsachenmaterial der Er- 
nahrungsphysiologie und physiologischen Chemie widerlegen lassen, 
so ist es bei der Beharrlichkeit, mit der insbesondere in popularen 
Schriften immer wieder solche Lehren verkiindet werden, dennoch 
geboten, auch experimentell auf sie einzugehen. Methodisch bietet 
hierzu der langdauernde Fiitterungsversuch an Ratten einen erfolg- 
versprechenden Weg. Da die wachsende Ratte auf Ernahrungsmingel 
leicht reagiert und die Fortpflanzungsfahigkeit erwachsener Tiere durch 
Ernahrungsfehler auBerordentlich leicht geschadigt werden kann, ist 
es sehr gut méglich, mit Hilfe dieser Versuchstiere auch geringe, erst 
allmahlich bemerkbar werdende Schidigungen des Nahrwertes zu 
erkennen. Zum Nachweis einer Schadigung, die das EiweiB erleidet, 
ist besonders das Fleisch geeignet, welches im wesentlichen aus Eiweib 
besteht. Beziiglich der Wahl einer geeigneten, Fleisch als Eiweibtrager 
fiihrenden Versuchsnahrung bieten sich zwei Wege: 1. kénnte die 
Versuchsnahrung iiberhaupt nur aus Fleisch mit den unerlaBlichen 
Erginzungen zusammengesetzt sein. 2. kémnte auch eine gemischte. 
also noch Fett und Kohlenhydrat enthaltende Nahrung gewahlt werden. 
die Fleisch als alleinigen EiweiStrager in einer Menge enthalt, die gerade 
ausreicht, um den EiweiSbedarf der Tiere zu decken. 
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Wiirde man bei solcher Versuchsnahrung rohes und in ver- 
schiedener Weise erhitztes Fleisch verabreichen, so miiBten Schadigungen 
des Fleisches, die etwa durch Vernichtung lebenswichtiger Bestandteile 
oder Entstehung giftiger Substanzen durch die Erhitzung hervor- 
gerufen worden waren, bei ausreichend langer Fiitterung zum Ausdruck 
kommen. Die Versuchsratten wiirden Schidigungen durch  ver- 
mindertes Wachstum, geschadigte Fortpflanzung oder frihzeitiges 
Verenden erkennen lassen. Wir wihlten bei den im nachstehenden 
zu schildernden Versuchen, die als erste einer Reihe ahnlicher Arbeiten 
verOffentlicht werden sollen, die an erster Stelle beschriebene Versuchs- 
anordnung und werden in einer spateren Veréffentlichung Ergebnisse 
mit der zweiten Versuchsanordnung folgen lassen. 


Dieses Vorgehen bot noch die Méglichkeit, in einige andere Fragen 
Einblick zu gewinnen. Da die Nahrung als eine reine Muskelfleischnahrung 
anzusprechen war, multen sich Anhaltspunkte fiir die zur Ergiéinzung 
dieses Materials notwendigen Zusaétze ergeben, und weiter erschien es uns 
interessant, zu sehen, wie eine so ergénzte reine Muskelfleischnahrung in 
rohem und erhitztem Zustande auf die Versuchstiere wirkt. Gerade im 
Zusammenhang mit der populéren Ernéhrungspropaganda fiir Rohkost 
und Pflanzennahrung ist ja haufig auf die Verderblichkeit und Schadlich- 
keit reichlichen Fleischgenusses als besonderes Gefahrenmoment_hin- 
gewiesen worden, und endlich liegen einige Untersuchungen iiber die schad- 
lichen Wirkungen der Verfiitterung autoklavierten Fleisches von Usuelli} 
vor, die z.B. von Friedberger als Zeugnis fiir die Schaédlichkeit der Er- 
hitzung in Anspruch genommen worden sind. Usuelli verfiitterte zunachst 
in alkalischem Medium autoklaviertes Fleisch und fand danach Vergiftungs- 
erscheinungen, denen die Tiere zum Opfer fielen. Usuelli fithrt dies mit 
Recht auf die Zerstérung des Eiweifimolekiils durch Alkali und Hitze 
zuritick. Es kann in der Tat nicht wundernehmen, dai bei solchem Vor- 
gehen giftige Zersetzungsprodukte, organische Basen, Ammoniak und 
anderes entstehen. Die Verfiitterung von in nicht alkalischem Medium 
autoklaviertem Pferde, und Hundefleisch wirkte etwas verschieden. Auto- 
klaviertes Hundefleisch, welches dann entfettet worden war, hatte Durch- 
fall, Gewichtssturz und Tod der Tiere in der dritten Woche zur Folge, 
wahrend in gleicher Weise behandeltes Pferdefleisch nur leichte, voriiber- 
gehende Darmerkrankung und Gewichtsabnahme und -stillstand im ersten 
Monat zur Folge hatte, jedoch dann im zweiten Monat wieder Gewichts- 
zunahme der Versuchstiere bewirkte. Autoklaviertes, nicht entfettetes 
Pferdefleisch erwies sich hingegen als durchaus zur Ernéhrung geeignet. 
Die Versuchsratten zeigten keinerlei Stérung und nahmen an Gewicht zu. 
Usuelli hat darauf hingewiesen, daB die beobachteten Stérungen nicht auf 
Avitaminosen beruhen, und ist geneigt, sie mit dem Gehalt der verschiedenen 
Fleischarten an Kohlenhydrat zu erkléren. Er fiithrt auch aus, daf die 
ersten Erscheinungen, die bei der Ernéhrung mit autoklaviertem Fleisch 
von ihm beobachtet wurden, stets zu Lasten des Darms gehen, und nach 
allem ist nicht zu bezweifeln, dai es sich um Vergiftungserscheinungen 


1 Usuelli, L’alimentazione autoclavata II. Comm. Soc. Lombarda 
Sci. med. e biol. Milano XIV, Fasc. IV. 
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handelt. Usuelli hat sein Fleisch 2 Stunden bei 2 Atm. autoklaviert und 
hat die ernéhrungsphysiologischen Mangel des Fleisches nicht ergénzt. 
Es ist also sehr schwer, die Ursachen der von ihm beobachteten Er- 
scheinungen, bei denen die nachherige Entfettung offenbar eine Rolle 
spielt, zu erkennen. Es schien im Hinblick auf diese Versuche interessant, 
festzustellen, wie sich die Ratten bei Verabreichung von autoklaviertem, 
nicht entfettetem, durch Mineralsalze und Vitamine ergaénztem Rindfleisch 
verhalten wiirden. 


Bei unseren Versuchen wurde marktgiangiges Rindfleisch (Kamm- 
stiick) verwendet. Muskelfleisch ist bekanntlich keine vollwertige 
Nahrung!. Es hat Mangel an Vitaminen und an Mineralsalzen. Eine 
nur aus solchem Fleisch bestehende Nahrung mu also erganzt werden. 
Dies geschah durch gleichzeitige Verabreichung eines Salzgemisches 
und einer Vitaminzulage, die aus Lebertran und Trockenhefe bestand, 
um Vitamin A, B und D zuzufiihren. 


Auf Grund unserer Versuche iiber den Vitamingehalt des Fleisches 
glaubten wir zunachst die Zugabe der Vitamine entbehren oder wenigstens 
sehr niedrig halten zu kénnen. Es stellte sich aber bald heraus, daB 
der Vitamingehalt des Rindskamms, auch wenn dabei etwas anhangendes 
Fett mit zur Verwendung kam, keine ausreichende Vitaminversorgung 
der jungen wachsenden Tiere sicherte. Es wurde deshalb pro Tier und 
Tag ein Gemisch von 0,5 g Trockenhefe und 0,3 g Lebertran gegeben. 
Zur Herstellung der Versuchsnahrung wurde dann wie folgt verfahren: 


Der frisch eingekaufte Rindskamm, wie er vom Fleischer handels- 
iiblich geliefert wird, wurde durch den Wolf gedreht und davon vier gleiche 
Portionen in gesonderte Gefaie abgewogen. Hierzu wurden 3% Salz- 
gemisch nach McCollum und Davis gegeben und nunmehr die Zubereitung 
der Nahrung bewirkt. Hierzu wurde die erste abgewogene Portion fiir den 
Rohversuch beiseite gestellt. Die zweite Portion wurde in eine gut ver- 
schlieBbare Puddingform gebracht und dari: im Wasserbad 11, Stunden 
gekocht. Die dritte Portion wurde in einem offenen GeféB 1 Stunde bei 
1 Atm. Uberdrnck autoklaviert. Die vierte Portion ebenso 1 Stunde bei 
4 Atm. Uberdruck im Autoklaven behandelt. Nach Beendigung der Er- 
hitzung wurden die einzelnen Portionen wiederum gewogen und gegebenen- 
falls gleiches Gewicht mit der Rohportion hergestellt. Dazu wurde ein 
beim Erhitzen oder Autoklavieren erzielter Gewichtsverlust durch Zugabe 
von abgekochtem Wasser ausgeglichen. Die vorbereiteten Portionen 
wurden jede fiir sich zu einem gleichméBigen Brei verrithrt und nunmehr 
zur Verfiitterung bereitgestellt. Hierbei war nun noch folgendes zu er- 
wagen: Die Versuchsnahrung konnte infolge der beschriebenen Ergaénzung 
mit Mineralstoffen und Vitaminen als ganz oder nahezu vollwertig an- 
gesehen werden. Hatten jetzt die ErhitzungsmaBnahmen den Nahrwert 
des EiweiBes geschadigt, so miiSte dies im Versuchsverlauf, dem Wachstum 
der Tiere usw. zum Ausdruck kommen. Es muSte dann aber auch méglich 
sein, eine solche durch die Erhitzung hervorgerufene Schédigung des EiweiBes 


1 McCollum und Simmonds, The newer Knowledge of Nutrition 
3. Aufl., 1925. 
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durch geeignete Zusétze zu erganzen. Als solcher Zusatz eignete sich nun 
nach den Erfahrungen der amerikanischen Forscher ganz besonders das 
Casein. Es schien deshalb geboten, eine zweite Versuchsreihe mit den 
verschiedenen Versuchsnahrungsarten unter Zugabe von Casein laufen 
zu lassen. Ware eine Schaédigung der Versuchstiere durch die Erhitzung 
des Fleisches bewirkt worden, so hatte die Versuchsreihe mit Caseinzusatz 
diese Schadigung nicht zeigen diirfen, sofern die Schaédigung des Eiweib- 
néhrwertes in einer Zerstérung lebenswichtiger Aminoséuren bestanden 
hatte. Es wurde deshalb jede der wie oben geschildert vorbereiteten vier 
Nahrungsportionen in zwei Teile geteilt und ein Teil mit einem Zusatz von 
5% Casein versehen. Es kamen somit folgende acht Versuchsgruppen 
zur Priifung: 

la: Fleisch, roh + Salze + Vitamine, 

lb: dasselbe + 5% Casein. 

2a: Fleisch, 1% Stunden gekocht + Salze + Vitamine, 

2b: dasselbe + 5% Casein. E 

3a: Fleisch, 1 Stunde bei 1 Atm. autoklaviert + Salze + Vitamine, 

3b: dasselbe + 5% Casein. 

4a: Fleisch, 1 Stunde bei 4Atm. autoklaviert + Salze + Vitamine, 

4b: dasselbe + 5% Casein. 


Von den so vorbereiteten Nahrungsportionen wurde den Versuchs- 
tieren taglich die Versuchsmahlzeit zugewogen, und zwar erhielten sémtliche 
Tiere von dem ihnen zustehenden Gemisch téglich die gleiche Menge. 
Diese betrug vom 1. bis 65. Versuchstag 15 g taglich. Sie war dem Appetit 
der Tiere angepaBt und wurde in den ersten Tagen wahrend der Zeit der 
Gewoéhnung nicht vollsténdig, spaéter dann vollsténdig aufgenommen. 
Vom 65. Versuchstag an wurden, dasich der Appetit der Tiere, die inzwischen 
erheblich gewachsen waren, gesteigert hatte, 20g vorgelegt. Auch diese 
Menge wurde von den meisten Tieren restlos, von einigen nicht immer 
vollstandig aufgefressen. Die zuriickgelassenen Mengen wurden tiaglich 
sorgfaltig gesammelt und gewogen und die tatsaéchlich aufgenommene 
Nahrungsmenge rechnerisch ermittelt. 

Die Ratten selbst stammten aus der Zucht des Instituts, waren zu 
Versuchsbeginn etwa 3 Wochen alt und besafien Kérpergewichte, die 
zwischen 30 und 40g lagen. Jedes Tier befand sich in einem Einzelkafig 
von Glas und sa auf einem Einlageboden aus weitmaschigem Drahtnetz, 
der ein Hindurchfallen der Exkremente gestattete. Der Kafig war mit 
Trinkgefé8 und Futternapf versehen und durch einen Drahtdeckel ver- 
schlossen. Die Wagung der Tiere erfolgte zweimal wéchentlich. Der Ver- 
suchsverlauf wurde in Form von Wachstumskurven dargestellt, die in den 
Abb. 1 und 2 beigegeben sind. 


Wie aus den Abbildungen ersichtlich, hatten die Versuche eine 
durchschnittliche Dauer von 186 Tagen. Betrachtet man zunachst 
Abb. 1, so sieht man, daB das Wachstum der Tiere bei der Fleisch- 
nabrung rasch vonstatten gegangen ist. Die Gewichtszunahmen er- 
folgten zwar nicht ganz gleichmaBig und zeigten gelegentliche Schwan- 
kungen, waren aber doch im ganzen so, da man das Wachstum als 
durchaus normal, ja in einigen Fallen sogar als ,,sehr gut‘’ bezeichnen 
muB. Mit dem 100. Versuchtag, der etwa dem 120. Lebenstag der 





190 


A. Scheunert u. H. Bischoff: 





20\|+—-Fleisch roh 


700 








+ 


























































Fleisch amaavier? if 
20} — bel |\7 Atm. 1 t ia J 1S 
200\— "55998 Big Fleisch 1 ge 
80} —- pp —+—+—+ ee at 
60\— 4 {320 =<! | 
20 
700 
80} - 
60 
40 
200 
&O 
60 
vO 
a 
700\—> Py: T 
&0 + ae 
60\- 1 1 
40 |__| 
20 


Abb. 1. 








PR Ni actin t(D 





























Nahrwert reiner Fleischkost. 








ee } | 


| ES Sees SSS: Ee 





ve je ee cas x 







4 Rell ae 
Fleisch rott+ Casen 
+ 






20g- +—t 
SO (209 Fleisch 








200 


700) 


Gewrch+ 








Fleisch autoklavier? | 
bel 1Atm. + Casein } 





















Fleisch autoKlavier? 
ber 4¢Atm. * Casein 











191 


9 


Abb. 2 











192 A. Scheunert u. H. Bischoff: 


Tiere entspricht, hatten die mannlichen Tiere Gewichte zwischen 170 
und 215g erreicht. Die weiblichen Tiere waren, wie iiblich, leichter 
und wiesen Gewichte zwischen 110 und 170 g auf. Vergleicht man die 
Wachstumskurven aller vier Gruppen, so sind zweifellos am besten 
die mit gekochtem Fleisch gefiitterten Ratten, nach ihnen die mit 
bei 1 Atm. autoklaviertem Fleisch gefiitterten Tiere gewachsen. Von 
diesen verendete ein Tier am 115. Versuchstage unter den Erschei- 
nungen einer akuten Gastroenteritis. Dann folgen im Wachstums- 
verlauf die mit rohem Fleisch gefiitterten Ratten und endlich die mit 
bei 4 Atm. autoklaviertem Fleisch gefiitterten Tiere, von denen die 
beiden Weibchen nicht gut gewachsen waren. Betrachtet man dem- 
gegeniiber die Abb. 2, in der also jene Ratten aufgefiihrt sind, deren 
Nahrung noch mit Casein versetzt worden war, so ist zweifellos fest- 
zustellen, daB der Caseinzusatz keine deutlichen Vorteile gebracht hat. 
Der Kurvenverlauf ist im groBen und ganzen der gleiche. Die weib- 
lichen Ratten der mit bei 1 Atm. autoklaviertem Fleisch + Casein 
gefiitterten Gruppe, von denen ein Tier zu Beginn des Versuchs einging, 
fallen etwas durch geringeres Wachstum auf und auch die mit 4 Atm. 
autoklaviertem Fleisch + Casein gefiitterten Tiere zeigen etwas flachere 
Kurven. Dafiir sind die Rohtiere mit Casein offenbar etwas besser 
als die Rohtiere ohne Casein gewachsen. Alles in allem hat aber doch 
der Caseinzusatz keine Verbesserung des Verlaufs der Wachstumskurven 
zur Folge gehabt. 

Der Versuchsverlauf, wie er sich in den Wachstumskurven darstellt, 
spricht somit keinesfalls dafiir, daB eine Schadigung des Fleisches 
durch das Kochen und Autoklavieren eingetreten ist. Auch die gewii 
sehr einschneidende Behandlung bei 4 Atm. Druck kann nicht mit 
Sicherheit als schadigend angesprochen werden, da die beiden miann- 
lichen Tiere durchaus normal, jedenfalls nicht anders als die mit milder 
behandeltem Fleisch gefiitterten Tiere gewachsen sind. Der Casein- 
zusatz hat keine deutliche Verbesserung der Fleischkost hervor- 
gerufen. 

Es ist méglich, einen noch sichereren Einblick in diese Verhaltnisse 
zu gewinnen, als es die Betrachtung der Wachstumskurven erméglicht, 
wenn man die Nahrungsmengen ermittelt, die von den _ einzelnen 
Tieren zum Aufbau von | g Kérpergewichtszuwachs verwendet wurden. 
Am deutlichsten muBten sich Unterschiede in der Periode des raschesten 
Wachstums ergeben. Da dieses, wie die Kurven zeigen, etwa mit dem 
90. Versuchstag abgeschlossen ist, wurde dieser Tag als Stichtag 
gewahlt. Nur bei der Gruppe rohes Fleisch + Casein muBte der 92. Tag 
gewahlt werden, da diese Gruppe 3 Wochen spater als die anderen 
angesetzt worden war und der Wiegetag sich dadurch verschoben 
hatte. Die ermittelten Zahlen sind in Tabelle I zusammengefaBt. 
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Tabelle I. 
In 89 Tagen 
. Nah s- 
Versuchsnahrung Ratte b+ eens wg cosbeeus 
Nahrungs- Zunahme pro g Kirper- 
ai gewichts- 
Nr. g g zunahme 
| 
Fleisch, roh 5597 o 1315 133 9.9 
| §598 9 1304 104 12,5 
| 5599 9 1275 109 11,7 
"  §600 Q 1236 90 13,7 
Fleisch, gekocht 5601 of 1256 155 8,1 
5602 ot 1265 156 8,1 
5603 ¢ 1266 122 10,4 
5604 9 1270 108 11,8 
Fleisch, autoklaviert, 5609 of 1267 166 7,6 
1 Atm. 5611 Q 1265 133 9,4 
5660 ot 1389 157 8.9 
Fleisch, autoklaviert, 5617 of 1280 147 8,7 
Atm. 5618 of 1300 147 8.9 
5619 Q 1196 74 16,1 
5620 9 1215 77 15,8 
Fleisch, roh 5661 of 1572 150 10,5 
+ Casein 5662 9 1562 132 11,8 
5663 ot 1686 161 10.5 (¢ * 
5664 9 1526 112 136 | 
Fleisch, gekocht 5695 ot 1268 161 7,9 
+ Casein 5606 ot 1351 144 8,6 
5697 Q 1201 96 12,5 
5608 9 1275 110 11,6 
Fleisch, autoklaviert, 5613 ot 1272 159 8.0 
1 Atm. + Casein 5615 Q 1178 74 15,9 
5616 9 1225 93 13,2 
Fleisch, autoklaviert, 5621 of 1284 130 99 
4 Atm. + Casein 5622 ot 1268 138 9,8 
5623 9 1249 102 12,3 
5624 Q 1218 93 13,1 


* Bei dieser Gruppe wurden 91 Tage zugrunde gelegt 


Bei der Beurteilung der Zahlen miissen die mannlichen und die weib- 
lichen Tiere gesondert betrachtet werden, da die weiblichen Tiere 
langsamer wachsen und dadurch als schlechtere Futterverwerter 
erscheinen. So haben die mannlichen Tiere mit Nahrungsmengen, 
die zwischen 7,6 g (Nr. 5609, Fleisch autoklaviert bei 1 Atm.) und 
10,5 g (Nr. 5661, 5663, Fleisch roh -+- Casein) liegen, je 1 g Korper- 
gewicht gebildet, waihrend die weiblichen Tiere dazu Nahrungsmengen, die 
zwischen 9,4g (Nr. 5611, Fleisch bei 1 Atm. autokl.) und 16,1 g (Fleisch 
autokl. bei 4 Atm.) liegen, brauchten. Betrachtet man die Gruppen 
insgesamt, so fallen eigentlich nur die weiblichen Tiere 5619 und 5620 
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(Fleisch autoklaviert bei 4 Atm.) und 5615 (Fleisch autoklaviert bei 
1 Atm. -+ Casein) etwas aus dem Rahmen, da sie am meisten Nahrung 
verbraucht haben, also als die schlechtesten Futterverwerter erscheinen. 
Von ihnen abgesehen, besteht GleichmaBigkeit und keinesfalls tritt 
eine Gruppe besonders hervor. Es 1aBt sich also auch hieraus keine 
Unterlegenheit oder Uberlegenheit einer der verwendeten Versuchs- 
mahlzeiten folgern. Die Erhitzung hat den Nahrwert des Fleisches 
nicht geschidigt und der Caseinzusatz hat den Nabrwert der Kost 
nicht verbessert. 


Um naheliegende Einwaénde zu entkraften, wurde die gleiche Rechnung 
auch fiir den 148. Versuchstag (bei Gruppe Fleisch roh + Casein fiir den 
123. Versuchstag) ausgefiihrt. Bis zu diesem Tage wurde die Nahrungs- 
aufnahme ermittelt, da dann die Paarung erfolgte. Die erhaltenen Zahlen 
finden sich in abgekiirzter Form in Tabelle Il. Da das Wachstum der 
Ratten langere Zeit schon beinahe abgeschlossen war, sind die Verwertungs- 
zahlen natiirlich héher und zeigen gréBere Schwankungen. Die schon 
angefiihrten drei weiblichen Ratten fallen auch hier durch besonders 
schlechte Verwertung der Nahrung auf. Entscheidende Unterschiede 
zwischen den einzelnen Gruppen, die zu weitergehenden Schliissen be- 
rechtigen, sind aber nicht zu erkennen. Die aus den Wachstumskurven 
und der Tabelle I gezogenen Schliisse bleiben bestehen und finden 
Bestatigung. 





Tabelle II. 
i Nahrangs- Nahrungs- 
|| verbrauch pro g J verbrauch pro g 
Versuchsnahrung | Kérpergewichts- Versuchsnahrung Koérpergewichts- 
i zunahme zunahme 
in 148 Tagen in 148 Tagen 
Fleicgh, roh | 15,9 Fitisch, roh + Casein 12,5 
| 194 14,4. 
| 17,0 10,8 
21,3 15,9 
Fleisch, gekocht | 13.9 Fleisch, gekocht 13,9 
13,9 + Casein 14,1 
16,1 19,3 
—_— 18,0 
Fleisch, autoklaviert, || 13,3 Fleisch, autoklaviert, 12,9 
1 Atm. \ 14,8 1 Atm. + Casein 23,0 
| 182 19,0 
Fleisch, autoklaviert, | 13,0 Fleisch, autoklaviert, 15,0 
Atm. | 13,3 4 Atm. + Casein 13,3 
l 24,7 17,7 
|} 25,0 18,2 





* Bei dieser Gruppe wurden nur 123 Tage zugrunde gelegt. 


Ein besonders empfindlicher Indikator fiir die richtige Ernabrung 
ist die Fortpflanzungsfahigkeit der Ratte. Die Versuchstiere wurden 
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infolgedessen, nachdem sie ausgewachsen und geschlechtsreif geworden 
waren, gepaart, wobei stets die Mannchen der betreffenden Gruppe 
mit den Weibchen fiir die Dauer von 10 Nachten in einem gemeinsamen 
Kafig zusammengesetzt wurden. Die erste Paarung erfolgte vom 103. 
bis 113. Versuchstag. Es wurde dabei aber keine Trachtigkeit erzielt, 
vielleicht waren die Tiere doch noch etwas zu jung. Deshalb wurden 
die Paarungen vom 150. Versuchstag (bei Gruppe rohes Fleisch + Casein 
den 125. Tag) ab nochmals wiederholt und hierzu die Tiere auch tags- 
iiber in einen gemeinsamen Kafig gebracht. Es wurde dies deshalb 
fiir nétig gehalten, weil der MifBerfolg der ersten Paarung mit darauf 
zurickgefiihrt wurde, daB die Tiere vorzugsweise die Nacht zur 
Nahrungsaufnahme benutzten. In dem gemeinsamen Paarungskafig 
war ihnen aber keine Nahrung gegeben worden, weil die quantitative 
Feststellung der Nahrung wahrend dieser Tage noch fortgesetzt werden 
sollte und dies in einem gemeinsamen Kafig natiirlich nicht méglich 
gewesen wire. Die erneute Paarung am 150. Versuchstag hatte, wie 
die Tabelle III zeigt, den gewiinschten Erfolg. 





Tabelle IIl. 
To Versuchstag, 
Gruppe Ratte an dem gowerken Wurfzahl 
Nr. wurde | 
Fleisch, roh 5598 185 unbekannt, da gefressen 
5599 216 3, davon 2 aufgezogen 
5600 nicht tragend 
Fleisch, roh 5662 i i 
+ Casein 4 5664 i = 
Fleisch, gekocht 5603 187 7 aufgezogen 
5604 174 7, alle getressen oder tot 
Fleisch, gekocht 5607 179 ise . a ie 
+ Casein 5608 174 . ee a a 
Pee) eee, nicht gepriift 
Fleisch, autoklaviert, 5615 175 * ‘i ae 
1 Atm. + Casein | 5616 169 at . yhe- 
Fleisch, autoklaviert, 5619 178 ee - » - 
4 Atm. 5620 175 PF Beg i. gi’ 
Fleisch, autoklaviert, 5623 174 | 9, davon 4 aufgezogen 
4 Atm. + Casein 5624 172 7, alle gefressen oder tot 


Nicht gepriift konnte die Fortpflanzungsfahigkeit werden bei 
der mit bei 1 Atm. autoklaviertem Fleisch gefiitterten Gruppe, da 
die zweite Paarung aus duBeren Griinden unterblieb. Nicht tragend 
wurden die Tiere der Gruppe, welche Fleisch roh mit Casein er- 
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hielten' und ebenso wurde ein Tier Nr. 5600 der Gruppe, welche 
rohes Fleisch erhielt, nicht tragend. Alle anderen gepaarten weiblichen 
Tiere sind tragend geworden und haben geworfen. In den weitaus 
meisten Fallen wurden die Wiirfe allerdings in den der Geburt folgenden 
Tagen zerstért. GroBgezogen wurde nur der gesamte Wurf der Ratte 
Nr. 5603, welche gekochtes Fleisch erhalten hatte, zwei Junge vom 
Wurf der Ratte Nr. 5599, welche rohes Fleisch erhalten hatte, und vier 
Tiere der Ratte Nr. 5623, die bei 4 Atm. autoklaviertes Fleisch +- Casein 
erhalten hatte. Der Fortpflanzungsversuch ist also durch das Zerstéren 
der Wiirfe nicht voll gegliickt, gestattet aber trotzdem einige fiir die 
angeschnittenen Fragen wichtige Schliisse. Zunichst ist festzustellen, 
daB ein entscheidender Unterschied in dem Fortpflanzungsvermégen 
der simtlichen Gruppen nicht festzustellen ist. Ausgenommen vielleicht 
der Gruppe, die mit rohem Fleisch -+ Casein gefiittert wurde, weil 
hier die Tiere tiberhaupt nicht tragend wurden. Da aber festgestellt 
werden sollte, ob die Erhitzung die Fleischnahrung schadige, so ist 
dies Versagen der mit rohem Fleisch gefiitterten Gruppe ohne Belang, 
zumal zwei Tiere der mit rohem Fleisch allein gefiitterten Gruppe 
tragend geworden sind und ein Tier davon auch zwei seiner Jungen 
groBgezogen hat. Zweifellos zeigen aber die weiteren Gruppen, dab 
das Zerstéren der Wiirfe und Nichtaufziehen der Jungen nicht 
auf eine Schadigung der Nahrung durch die ErhitzungsmaBnahmen 
zurickgefiihrt werden kann. Denn alle Gruppen verhielten sich ungefahr 
gleich, und ein Tier, welches Fleisch bei 4 Atm. autoklaviert mit Casein 
erhielt, hat wenigstens vier seiner Jungen groBgezogen. Wir kénnen 
also mit Sicherheit schlieBen, daB das Nichtaufziehen und Zerstéren 
der Wiirfe keinesfalls durch eine Hitzeschidigung des Fleisches hervor- 
gerufen sein kann. Wire dies der Fall, so hatte unbedingt die Casein- 
zulage bessere Fortpflanzungserfolge sichern miissen. Es ist somit 
nur méglich, da andere Ursachen fiir das Nichtaufziehen der Jungen 
herangezogen werden miissen. Sehr erheblich kann der Mangel, der 
dafiir verantwortlich gemacht werden muB, nicht sein, denn immerhin 
sind die Tiere tragend geworden und haben auch ausgetragen und voll 
entwickelte Junge zur Welt gebracht. Einige Miitter haben auch Junge 
groBgezogen. Es kann sich also nur um einen auBerst geringen Mangel 
handeln. Es scheint nicht zu bezweifeln zu sein, daB die gewihlte 
Mineralsalzerginzung noch nicht ausreichend gewesen ist. 

Die Frage, die sich insbesondere auf Grund der Usuellischen 
Versuche aufwirft, ob das autoklavierte Fleisch schadlich gewirkt 
hat, ist nach allem zu verneinen. Es sind keinerlei Vergiftungs- 


1 Es sei daran erinnert, daB diese Tiere etwa 3 bis 4 Wochen jiinger 
als die anderen waren. 
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erscheinungen oder auch nur Darmerkrankungen, wie sie Usuelli bei 
seinen mit entfettetem, autoklaviertem Fleisch gefiitterten Ratten 
beobachtete, aufgetreten. Sie verhielten sich also so, wie die von 
Usuelli mit autoklaviertem, nicht entfettetem Pferdefleisch gefiitterten 
Tiere. Ebensowenig kann aus dem Versuchsverlauf eine anders geartete 
Schidigung durch die tiberwiegende Fleischfiitterung gefolgert werden. 


Zusammenfassung. 


In iiber 200 Tagen wahrenden Fiitterungsversuchen an zunichst 
jungen wachsenden weifen Ratten wurde die Wirkung einer im wesent- 
lichen aus Muskelfleisch bestehenden Kost gepriift. Diese Kost wurde 
durch Mineralsalze und Vitamine ergiinzt und das in ihr enthaltene 
Fleisch roh, 114 Stunden gekocht, 1 Stunde bei 1 Atm. autoklaviert 
und 1 Stunde bei 4 Atm. autoklaviert verabreicht. Weitére Gruppen 
erhielten dieselbe Kost mit einem Caseinzusatz. Es zeigten sich keinerlei 
entscheidende Unterschiede zwischen rohem und gekochtem Fleisch 
und ebensowenig vermochte die Caseinzugabe den Erfolg zu erhéhen. 
Auch die Fortpflanzungsfahigkeit erwies sich bei allen Gruppen durch- 
schnittlich gleich. Da mit geringen Ausnahmen die Wiirfe nicht groB- 
gezogen wurden, mu geschlossen werden, das eine vollwertige Er- 
ganzung des Muskelfleisches durch die Mineralstoff- und Vitaminzugabe 
nicht erzielt worden ist. Die Versuche zeigen aber mit Deutlichkeit, 
daB eine Schadigung des Fleisches bei der haushaltsiiblichen Erhitzung 
unter den gewahliten Versuchsbedingungen nicht festgestellt werden 
konnte. 








Uber die Bindungsart des Jods bei Laminaria digitata. 


Von 
Gulbrand Lunde und Karl Closs. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitét in Oslo und dem 
Forschungs-Laboratorium der Norwegischen Konservenindustrie in 
Stavanger.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 


I. Uber den Jodgehalt von Laminaria digitata. 


Die Laminaria digitata gehért zu den Braunalgen (Phaeophyceen). 
Braunalgen und Rotalgen (Rhodophyceen) sind jodreicher als die 
triinalgen (Ch!orophyceen)!. 


Kurz nach der Entdeckung des Jods durch Courtois im Jahre 1811 hat 
Gaulthier de Claubry? das Jod in Laminaria digitata nachgewiesen. Die 
Laminaria digitata ist spaéter sehr haufig Gegenstand der Untersuchung 
gewesen. Dabei wurde auch gelegentlich die Verteilung des Jods auf die 
verschiedenen Teile der Pflanze untersucht. Es sollen kurz einige Ergeb- 
nisse der friiheren Autoren erwahnt werden, wenn in den Arbeiten aus- 
driicklich angegeben ist, daB die Untersuchung Laminaria digitata betrifft. 
Sarphati*® (1835) fand in der ganzen Pflanze 1,35 mg Jod in 1g Trocken- 
substanz, 1,19mg im Strunk. EZ. Marchand‘ (1865) fand in der Asche 
9,84 mg Jodin 1 g. Stanford’ (1877) fand im Blatt 4,535 mg Jod pro Gramm 
Trockensubstanz, im Stengel 2,946 mg, Godechens® fand 6,25 mg Jod, 
Wallace’? 4,44mg. Allary® (1881) fand im neuen Blatt 1,224 mg Jod pro 
Gramm Trockensubstanz, 1,089 mg im unteren Teile des alten Blattes, 
0,579 mg im alten Blatte und 0,606 mg in der ganzen Pflanze. Anderson® 


1 Scurti, Gaz. chim. Ital. 36, 2, 619, 1906. 

2 Gaulthier de Claubry, Ann. chim. phys. 18, 398, 1820. 

8 Sarphati, Preisschr. Leyden, zitiert nach Repert. Pharm. (2) 9, 303 
bis 325, 1837. 

4 H. Marchand, Journ. Pharm. Chim. (4) 2, 276, 1865. 

5 Stanford, Chem. News 85, 172, 1877. 

® Godechens, zitiert nach Stanford. 

7 Wallace, zitiert nach Stanford. 

8 Allary, Bull. Soc. chim. (2) 85, 11, 1881. 

® Anderson, zitiert nach O. Dammer, Handb. d. anorg. Chem. 1, 539, 
1892. 
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(1881) fand im Stengel 1,22 bis 1,51 mg Jod pro Gramm Trockensubstanz, 
im Blatt 2,09 mg, A. Gautier! (1899) 0,610 mg Jod pro Gramm feuchte 
Substanz. Tunmann?® (1907) fand im Stengel 0,59 bis 1,08 mg Jod pro 
Gramm Trockensubstanz, im Blatt 0,71 bis 1,54mg. Hendrick® (1916) 
fand im Blatt 0,84 mg Jod pro Gramm Trockensubstanz, im Stengel 0,94 mg. 
Zum Schlu8 sei noch die Untersuchung von Fellenbergs* (1926) erwahnt, 
der in der getrockneten japanischen Alge ,,Kombu“ 2,64 mg Jod pro Gramm 
fand, und die Untersuchung von Sugimoto‘ (1928), der in demselben Material 
nur 0,3 mg Jod pro Gramm finden konnte. 


Wir verzichteten bei unseren Untersuchungen auf die Bestimmung 
des Gesamtjodgehalts der ganzen Pflanze, da dies weniger Interesse 
hat, bestimmten aber den Jodgehalt der morphologisch schon rein 
auBerlich deutlich voneinander getrennten Teile: Blatt, Stengel und 
Wurzeln. Diese Einteilung der Pflanze ist nur eine ganz grobe, da 
die Zellen der Riesenalgen viel weitgehender differenziert sind als man 
bei diesen tiefstehenden Pflanzen erwarten kénnte (J. Keinke'). 


Aus der Zusammenstellung der ilteren Resultate geht hervor, 
daB auch ganz betriachtliche Unterschiede im Jodgehalt der einzelnen 
Teile der Pflanze bestehen. Der Unterschied zwischen dem Jodgehalt 
des alten und des neuen Blattes ist besonders auffallend. 


Die von uns untersuchten Exemplare wurden im Herbst (5. No- 
vember 1928) geerntet, d.h. zu einer Zeit, wo die Bildung des neuen 
Blattes eben erst begonnen hatte. Eine scharfe Trennung der beiden 
Blatteile war daher nicht méglich, weshalb auf eine solche Trennung 
ganz verzichtet wurde. 


Die untersuchten Algen stammten von einem kiinstlichen Unter- 
wasserriff im Oslo- Fjord gegeniiber der biologischen Station der 
Universitat Oslo in Drébak. Laminaria digitata waichst dort in gréBerer 
Menge, etwa 1 bis 2 m unter dem Wasserspiegel. Der Boden ist steinig. 
Mit ihren Wurzeln (Rhizomen) saugen sich die Algen auf den Steinen 
fest. Die Strémung am Fundort ist ziemlich kraftig, da der Fjord 
an dieser Stelle sehr schmal ist (Drébaksund). 


Die Gesamtjodbestimmung erfolgt nach unserem iiblichen Ver- 
fahren. Es sei deshalb hier nur auf friihere Arbeiten iiber die Jod- 
bestimmungsmethoden verwiesen®, Die Jodbestimmungen ergaben 
folgendes Resultat: 


1 A. Gautier, C. r. Acad. Sciences 129, 189, 1899. 

2 Tunmann, Pharm. Zentralhalle 48, 241, 505, 1907. 

3 Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 174, 341, 1926. 

* Sugimoto, Journ. of biol. Chem. 76, 723, 1928. 

5 J. Reinke, Beitr. z. Kenntnis der Tange, Jahrb. f. wis. Bot. 10, 1872. 

® G. Lunde, diese Zeitschr. 198, 94, 1928; G. Lunde, K. Closs, J. Bée, 
Mikrochemie, Pregl-Festschr. 1929, S. 272. 
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Tabelle I. 
| ' Jodkonzentration 
Teil der Pflanze Trockenfaktor | in mg Jod im Gramm 
feucht trocken 
Sa 4,83 1,23 5,95 
Stengel . . : 3,85 1,14 4,38 
Wurzel .... 4,83 0,95 4,61 


Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daB die Jodkonzentration 
in den Blattern am gréBten ist und nach den unteren Teilen der Pflanzen 
hin abnimmt. Dies war schon von Sarphati, Stanford, Allary und 
Anderson festgestellt worden. Wie weiter unten gezeigt wird, ist 
derjenige Teil des Jods, der in leichtléslicher Form vorliegt, in den 
Stengeln am gréBten. 


Il. Uber die Bindungsart des Jods in Laminaria digitata’. 


Altere Untersuchungen. Fast alle Forscher nehmen an, da® das Jod in 
den Algen, wenigstens zum Teil, in anorganischer Form (als Kalium- oder 
Natriumjodid) vorliegt (Dorvault? u. a.). Der weitaus gréBte Teil des Jods 
148t sich néimlich aus den Zellen herausdialysieren (Pellieux und Allary*). 
Er ist also léslich in Wasser; auBerdem ist er léslich in wasserigem Alkohol. 
Die Algen verlieren auch sehr leicht einen groBen Teil ihres Jodgehalts 
beim Liegen an der Luft, besonders bei der gleichzeitigen Einwirkung 
von Regen. Seit der Entdeckung des Thyreoglobulins (durch Baumann) 
und des Jodospongins (durch Hundeshagen) wurden mehrfach Versuche 
unternommen, in Algen organische Jodverbindungen aéhnlicher Art nach- 
zuweisen oder organische Jodverbindungen aus Algen abzuscheiden‘. 

So versuchte Eschle®, ein Schiiler Bawmanns, die Bindungsart des 
Jods in ,,Laminariastiften‘‘ und ,,-spihnen“* aufzukléren, indem er sie 
mit Alkohol und dann mit Wasser, oder zuerst mit Wasser und dann mit 
Alkohol auskochie. In beiden Fallen gingen nur etwa 12 bis 20% des 
vorhandenen Jods in Lésung. Mit Silbernitrat lieB sich nur etwa ein Zehntel 
des gelésten Jods ausfallen. Verwendete er 5%ige Natronlauge zum Aus- 
kochen, so wurden etwa 80 % des vorhandenen Jods gelést, davon waren fast 
90% anorganisch gebunden. Er wiederholte das Auskochen mit 0,5 %%iger 
Natronlauge und fand nun etwa 60% des Gesamtjods in der Lésung, 
wovon nicht ganz 2% anorganisch gebunden waren. 10 %ige Schwefelséure 
brachte etwa 20 % des vorhandenen Jods in Lésung; etwa 10 % des gelésten 
Jods waren anorganisch gebunden. Konzentrierte Schwefelséiure bewirkt 
Entwicklung von Joddimpfen. Weder Aceton noch Chloroform lésen 
gréBere Mengen der jodhaltigen Substanz. Daraus schlieBt EHschle, dab 
das Jod in der Laminaria digitata (und ebenso in Fucus vesiculosus) 
fast ausschlieBlich in organischer Bindung vorliege. Er vermutet ver- 


! Vorlaéufige Mitteilung in Nature 124, 578, 1929. 

2 Dorvault, C. r. Acad. Sciences 28, 1849, zitiert nach Journ. Pharm. 
chim. (3) 15, 209, 1849. 

3 Pellieux und Allary, Bull. soc. chim. 34, 273; 35, 197, 1880. 

* Farbenfabrik vorm. Bayer & Co., Pat. 1897; P.Gloess, F. P. 1927. 

5 Eschle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 30, 1897. 
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schiedene organische Verbindungen, die sich ihrer Léslichkeit in Alkohol, 
Wasser, Aceton, verdiinnten Alkalien bzw. Séuren zufolge unterscheiden. 
Der gréBere Teil ist in den angegebenen Lésungsmitteln unléslich. E. Weiss! 
fand alles Jod organisch gebunden bei Fucus vesiculosus. A. Oswald* kam 
bei Fucus vesiculosus zu einem anderen Resultat, indem er feststellte, daB 
alles mit schwacher Sodalésung in der Kalte in Lésung gehende Jod (etwa 
ein Viertel des Gesamtjods) mit Silbernitrat ausgefaillt werden kann. 
Y. Okuda und T. Eto*® fanden in Ecklonia bicyclis und E. cava fast alles 
Jod in organischer Form, dagegen in einem aus Laminaria gewonnenen 
japanischen Gericht ,,Dashikombu“ je nach der Behandlung mit Wasser, 
2 %iger Schwefelséure bzw. 95 %igem Alkohol 91,97 bzw. 94% des Gesamt- 
jods in anorganischer Form. Dasselbe hatten friiher bereits T'sukamoto 
und Furukava festgestellt. Okuda und Eto sprechen die Vermutung aus, dab 
das Jod in den frischen Pflanzen in organischer Form vorgelegen habe 
und erst wahrend der bei der Bereitung des ,, Dashikombu‘‘ vorgenommenen 
Trocknung und schwachen Gérung in eine anorganische Form iibergefiihrt 
worden sei. SchlieSlich sei noch von Fellenberg* erwahnt, der in der ge- 
trockneten Alge ,,Kombu‘‘ (Laminaria) feststellte, da von 2,64g¢ Jod 
im Kilogramm 2,2g (also etwa 80%) in anorganischer Form vorliegen. 

Alle diese Untersuchungen sind an getrocknetem Material ausgefiihrt 
worden und kénnen daher keinen Aufschlu®8 geben iiber die Bindungs- 
verh&altnisse, die in den frischen Pflanzen vorliegen. 


Unsere Untersuchungen wurden mit dem gleichen Material aus- 
gefiihrt wie die Versuche im TeilI. Die Algen wurden im Oslo-Fjord 
bei der biologischen Station der Universitit Oslo in Drébak im 
November 1928 geerntet und die frischen Algen am nichsten Tage 
sofort fiir die verschiedenen Versuchszwecke aufgearbeitet. Es zeigte 
sich zunachst, da die Hauptmenge des Jods wasserléslich ist, und 
zwar von dem in den verschiedenen Teilen der Pflanze vorhandenen 
Jod in den Stengeln 89,21°,, in den Blattern 89,90°,, und in den 
Wurzeln 58,13°. Rechnet man den wasserléslichen und alkohol- 
léslichen Teil zusammen, dann erhéht sich der leichtlésliche Teil des 
Jods in allen Fallen um einige Prozent. 


Beim Ansiuren des wisserigen Extraktes aus den Stengeln wird 
elementares Jod in Freiheit gesetzt. Die Wasserstoffionenkonzentration 
mus einen gewissen Betrag iiberschreiten, bevor die Jodabscheidung 
beginnt. Als Erklarung fiir diese Reaktion kommen die folgenden 
Moglichkeiten in Betracht: 


1. Das Jod liegt als Jodid vor und wird durch ein im Auszug 
ebenfalls vorhandenes Oxydationsmittel beim Ansauern in Freiheit 
gesetzt 

27’ Oxydation J 
ME = ro "a 
1 BE. Weiss, Zeitschr. d. Oesterr. Apoth.-Ver. 41, 429, 1903. 
2 A. Oswald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 353 bis 362, 1911. 
3’ Y. Okuda und 7. Eto, Journ. Coll. Agric. Tokyo 5, 341, 1916. 
4 v. Fellenberg, diese Zeitschr. 174, 353, 1926. 
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2. Das Jod liegt als Jodat vor und reagiert beim Ansauern mit 
einem im wasserigen Auszug vorhandenen Reduktionsmittel 


~ Reduktion) 
—__________» 


{2J0; + 6H, J, + 6H,0O. 


3. Es liegt ein Gemisch von Jodid und Jodat vor, das beim An- 
sduern unter Jodabscheidung reagiert 


HJO,+65HIJ ———— 343, + 3H,0. 


4. Das Jod ist in einer organischen Verbindung AuBerst labil 
gebunden und wird beim Ansauern aus dieser in Freiheit gesetzt. 


5. Das Jod liegt in organischer Bindung vor und wird durch 
ein im Auszug vorhandenes Oxydationsmittel beim Ansauern in Freiheit 


gesetzt. 
Oxydation 


2R.J 2R.0+J;. 


SchlieBlich kénnen auch mehrere dieser Méglichkeiten gleich- 
zeitig vorliegen. 

Es kann sich bei dieser Reaktion wohl nicht um Jodioxydasen handeln. 
deren Vorkommen im Zellsaft der Rhodophyceen von O. Gertz! beschrieben 
worden ist. H. Kylin® meint in einer soeben erschienenen Arbeit, daB die 
,Jodid-spaltende* Fahigkeit der Laminaria-Arten auf ein oxydierendes 


Enzym zuriickzufiihren sei. Diese Annahme ist mit unseren Versuchs- 
ergebnissen nicht ohne weiteres im Einklang zu bringen. 


Wird das durch Saurezusatz in Freiheit gesetzte Jod entfernt, 
so laBt sich zeigen, dai} der wisserige Extrakt aus sauren Jodidlésungen 
noch eine weitere Jodmenge in Freiheit zu setzen vermag. Dadurch 
wird es wahrscheinlich, daB die Jodabscheidung beim Saurezusatz 
durch das Zusammenwirken von zwei verschiedenen Verbindungen 
zustande kommt, namlich einer Jodverbindung und einem in saurer 
Lésung wirkenden jodbefreienden Prinzip. Dadurch wird sofort Punkt 4 
als Erklirungsméglichkeit ausscheiden miissen. 


Es gelingt auch, die Jodverbindung von dem jodbefreienden 
Prinzip zu trennen. Die Jodverbindung ist in Alkohol sehr leicht 
léslich, waihrend das jodbefreiende Prinzip in Alkohol schwer ldslich 
ist. Danach mu8 auch Punkt 3 unserer Erklarungsméglichkeiten 
ausscheiden, denn Kaliumjodat ist in Alkohol leicht léslich. AuBerdem 
ist die alkoholunlésliche Jodmenge des wiisserigen Auszuges so gering 


1 O. Gertz, diese Zeitschr. 169, 435, 1926. 
2? H. Kylin, Zeitschr. physiol. Chem. 186, 77, 1929. 
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(2,64°,,), daB das im alkoholunléslichen Teile angereicherte jod- 
befreiende Prinzip auch aus diesem Grunde kein Jodat sein kann. 
Von den oben erwahnten Méglichkeiten kommt auch Punkt 2 nicht 
in Betracht. Da das jodbefreiende Prinzip aus sauren Jodkalilésungen 
Jod in Freiheit setzt, kann es ja auch kein Reduktionsmittel sein. 


Es bleiben jetzt zur Diskussion die Méglichkeiten 1 und 5, d.h.: 
Das Jod liegt als Jodid vor oder in organischer Bindung; es wird in 
saurer Lésung unter Einwirkung eines jodbefreienden Prinzips in 
Freiheit gesetzt. 


Fallungen mit Silbernitrat in der wisserigen Lésung zeigten, 
daB praktisch die Gesamtmenge des Jods ausgefallt wird, auch nachdem 
das jodbefreiende Prinzip durch Reduktion mit Zinkstaub zerstért 
worden ist. Fallungen mit PdCl, zeigten, daB etwa 98 °,, des Gesamtjods 
des wisserigen Auszuges ausgefallt werden, also die gleiche Menge, 
die auch alkoholléslich ist. Die mit PdCl, fallbare Menge des Jods 
bleibt auch dieselbe, wenn das jodbefreiende Prinzip vor der Fallung 
durch Eindampfen ohne Pottaschezusatz zerstért wird. 


Wir halten es fiir die wahrscheinlichste Erklarung, daB die Jod- 
verbindung, die mit dem jodbefreienden Prinzip reagiert, tatsachlich 
Jodid ist oder jodidartig gebunden. Die Jodverbindung ist nimlich 
wasserléslich, alkohol- und acetonléslich und bildet schwerlésliche Silber- 
und Palladiumverbindungen. 


Die Natur des jodbefreienden Prinzips laBt sich aber nicht so leicht 
aufklaren. Wir fassen die Eigenschaften kurz zusammen: Bestandig 
gegen Alkalier, lat sich sogar mit Lauge kochen, wird aber durch 
Eindampfen des wisserigen Auszuges ohne Pottaschezusatz zerstért. 
Es wird auch durch Reduktion mit Zink zerstért. Es ist wasser- 
léslich, dagegen schwer léslich in Athylalkohol und unléslich in 
Amylalkohol. Es kann ferner keine Jodverbindung sein. 


Das jodbefreiende Prinzip kommt in gréBter Menge in den Stengeln 
vor, viel weniger in den Blattern, und in den Wurzeln (Rhizomen) 
iiberhaupt nicht. 


Nach dem Abschlu unserer Versuche sind wir mit einer Arbeit von 
Chemin und Legendre? bekannt geworden. Diese Autoren haben bei der 
jodfiihrenden Alge, Falkenbergia Doubletii Sauwv. gefunden, dali Jod 
durch die Einwirkung von Saéuren in Freiheit gesetzt wird. Sie sind der 
Ansicht, daB dieses Jod in einer sehr labilen Bindung vorliegt, woraus es 
durch Saurezusatz in Freiheit gesetzt wird. Aus unseren Versuchen geht 
aber hervor, dai diese Erklarung nicht zutreffen kann, falls es bei der 
Falkenbergia Doubletii sich um die gleiche Reaktion handelt, wie bei der 
Laminaria digitata. 


1 FE. Chemin und R. Legendre, C. r. 188, 904, 1926. 
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Thomas Dillon' hat auch kiirzlich eine vorlaufige Mitteilung veréffent- 
licht, nach welcher er ebenfalls einen ,,Jodbefreier“ in Laminaria gefunden 
hat. Er ist der Ansicht, daB dieser ,,Jodbefreier“‘ ein organischer Kérper 
sein muB. Er meint ferner, da dieser ,,Jodbefreier‘’ es den Laminarien 
erméglicht, so groBe Quantitéten Jod aus dem Seewasser anzureichern. 
Wir kénnen uns dieser Auffassung nicht anschlieBen, da nach unseren 
Versuchen die Konzentration des leicht abspaltbaren Jods in der Pflanze 
selbst ja viel gréBer ist als im Meerwasser und der wasserige Auszug aus 
Laminarien auBerdem im Licht auf freies Jod reduzierend wirkt. H. D. Kay? 
ist der Ansicht, daB der ,,Jodbefreier“* von Dillon kein organischer Kérper 
ist, sondern Jodat sein kann. Unsere Versuche haben gezeigt, daB auch 
diese Erklérung nicht zutrifft. Wir sind mit weiteren Versuchen iiber das 
jodbefreiende Prinzip beschaftigt. 


Wie erwahnt, ist die Hauptmenge des Jods in Laminaria wasser- 
léslich. Fassen wir den wasser- und alkoholléslichen Teil zusammen, 
so finden wir, daB der leichtlésliche Teil des Jods bei den Stengeln 
etwa 95°, des Gesamtjods betrigt, bei den Blattern 93°, und bei den 
Wurzeln 61,5°,. Von diesem leichtléslichen Jod ist die Hauptmenge 
als Jodid vorhanden oder jedenfalls in einer Form, die ,,jodidartig“ 
reagiert. Die Menge dieses Jodid-Jods betragt bei den Stengeln 90 °%, 
des Gesamtjods, bei den Wurzeln 49°. Bei den Blittern finden wir 
fiir die Menge des anorganisch gebundenen Jods 36°, des in den 
Blattern vorhandenen Gesamtjods. Hier ist noch ein groBer Teil des 
wasserléslichen Jods in einer Form vorhanden, aus welcher es mit 
PdCl, nicht gefallt werden kann. Durch Eindampfen mit Pottasche 
auf dem Wasserbad und Extraktion mit Alkohol geht aber mehr als 
die Halfte dieses Jods in den Alkohol und ist jetzt in eine Form iiber- 
gefiihrt, aus. welcher es sich mit PdCl, fallen 1aBt. Es mu8 also das 
Jod in der Verbindung, die in der wiisserigen Lésung vorhanden ist 
und die sich nicht mit PdCl, fallen laBt, sehr labil gebunden sein®. 


Die Laminaria enthalt auch gréBere Jodmengen, die sich mit 
Wasser oder Alkohol nicht extrahieren lassen. Besonders enthalten 
die Wurzeln groBe Mengen dieser unléslichen Jodverbindungen. Um 
iiber die Art der Bindung dieses Jods AufschluB zu erhalten, wurde 
diejenige Jodmenge bestimmt, die sich durch schwaches Erwarmen 
der Substanz mit Salzsiure auf dem Wasserbad in Lésung bringen 
lieB. Diese Behandlung mit Salzséure sollte bezwecken, die Kalk- 


1 Thomas Dillon, Nature 128, 161, 1929. 

2? H. D. Kay, ebendaselbst 128, 317, 1929. 

3 Es ist auch die Méglichkeit vorhanden, daB die Menge des anorganisch 
gebundenen Jods tatsaéchlich gréBer als 36% ist, daB aber die Palladium- 
fallung durch die Schleimsubstanzen teilweise in kolloidaler Lésung ge- 
halten wird. Gegen diese Erklarung spricht allerdings die Tatsache, daB 
nach der Entfernung der Hauptmenge der Schleimsubstanzen fiir die mit 
PdCl, féllbare Jodmenge genau derselbe Wert erhalten wurde. 
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bestandteile der Zellwainde herauszulésen, ohne daB gleichzeitig die 
Laminarsiure (Alginsdure) hydrolysiert wurde. Diese Hydrolyse 
wurde dann nachher durch Kochen mit konzentrierter Salzsiure 
erreicht. In der folgenden Tabelle sind unsere Versuche iibersichtlich 
zusammengestellt. Es zeigt sich hier, daB die gréBte Menge der un- 
léslichen Jodverbindungen erst durch Kochen mit Salzsiure in Lésung 
gebracht wird. Dies sollte darauf hindeuten, daB dieses Jod im 
Alginsiurekomplex gebunden ist. Eine saubere Trennung zwischen 
dem an Kalk gebundenen und dem im Alginséurekomplex vorhandenen 
Jod laBt sich nach unserer Methode nicht erreichen, da einerseits die 
Hydrolyse der Alginsiure schon bei der ersten Behandlung mit Salzsaure 
beginnt und andererseits die Gesamtmenge des Kalks bei der ersten 
Behandlung mit Salzsiure nicht herausgelést wird. Es ist auch méglich, 
daB dieses Jod teilweise in Form von Calciumjodat vorliegt, das erst 
beim Kochen mit Salzsiure zerstért wird. 


Tabelle Il. 
Ubersicht iiber die Bindungsart des Jods bei Laminaria digitata. 
Jod in Prozenten des Gesamtjods. 








Wasser- 


Wasser- : J Talk An Algin- 
loslich ankchot- Jodid bE a. me Rest 
Stengel. . .. 89,2 96.4 89.4 -- -- — 
_ — 94,2 92,7 0,5 3,3 2,1 
- — 95,3 (83,2) 0,4 2,8 1,4 
Blatter. . . . 89,9 93,0 (36,0) 1,1 2,2 3,7 4 
Wurzeln ... 58,1 61,5 49.2 4,4 7,0 27,1 


Die Menge der unléslichen Jodverbindungen ist bei den Wurzeln 
auBerordentlich viel gréBer als bei den Stengeln und Blattern. Dieses 
Jod 1aBt sich auch mit siedender Salzsiure nur zum Teil in Lésung 
bringen. Uberhaupt scheint das Jod in den Wurzeln anders gebunden 
zu sein als in den iibrigen Teilen der Pflanze. 

Unsere Versuche erlauben noch nicht, Schliisse iiber die biologische 
Funktion des Jods in den verschiedenen Teilen der Pflanze zu ziehen. 
Uber weitere Versuche iiber das Vorkommen des Jods in Laminarien 
und anderen Meeresalgen gedenken wir spiter zu berichten. 


Beschreibung der Versuche. 


A. Untersuchung der Stengel. 
iB 
Es wurden in einem ersten Versuch die Stengel in etwa 0,5 bis 
1,0cm lange Stiicke geschnitten und mit etwa der doppelten Menge 
Wasser versetzt. Man laBt iiber Nacht bei etwa 10° C stehen und dekan- 
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tiert am nachsten Morgen ab (der abgegossene Auszug wird mit Toluol 
iiberschichtet, um Fiaulnis zu verhindern). Man setzt neues Wasser 
zu und la8t bis zum Abend stehen, dekantiert wieder und erneuert 
nochmals das Wasser. Nach der dritten Extraktion wird abgenutscht 
(wdsseriger Auszug). Der Filterriickstand wird mehrfach mit Alkohol 
unter RiickfluB8 gekocht, bis sich der Alkohol schlieBlich nur noch 
schwach griinlich farbt (Alkoholauszug). Dann wird mehrfach mit 
Ather unter Riickflu8 erwirmt (Atherauszug). 

Die Jodbestimmungen wurden nach friiher beschriebenen Ver- 
fahren durchgefiihrt?. 

Die Jodbestimmung in diesen Ausziigen hatte folgendes Ergebnis: 


Angewandte Substanzmenge: 277,07 g. 


Im wiasserigen Auszug . . . 258,649 mg Jod = 89,21% des Gesamtjods 
Im alkoholischen Auszug. . 20,865 ,, . * ee Bs 
Im &therischen Auszug . . ats. . = Oe . 


Von dem nach diesen Extraktionen im Riickstand enthaltenen 
Jod konnte durch Behandeln mit 50°,iger Pottaschelésung etwa 
die Halfte in Lésung gebracht werden. 

In einem anderen Versuch mit der gleichen Substanzmenge wurde 
der Riickstand nach den Extraktionen mit 15°,iger Salzsiure am 
RiickfluBkiibler gekocht (Salzsiureauszug). Das Ungeléste wurde 
mit konzentrierter Sodalésung erwirmt (Sodaauszug) und der Rest 
mit Atzkali geschmolzen. Die Jodbestimmung in diesen Fraktionen 
hatte folgendes Ergebnis: 


Salzséureauszug . . . . . 6,247 mg J = 2,16 % des,Gesamtjods 
Sodesuesue ...... . 8367 , J=G678% ,, ” 
Rest i ee SP ere al ee 1,777 ” J = 0,61 % ” ” 


Von den oben erwaihnten Fraktionen wurde der wiisserige Auszug 
genauer untersucht. Beim Eindampfen hinterbleiben 12,26 g Trocken- 
riickstand, von dem 7,03 g gliihbestandig sind. Beim Gliihen geht die 
Hauptmenge des Jods verloren. Bezieht man den Jodgehalt des 
wisserigen Auszuges auf das Gewicht des Trockenriickstandes, so 
findet man, daB dieser 2,11 °,, Jod enthalt. Beim Ansauern des wiisse- 
rigen Auszuges mit Schwefelsiure wird Jod ausgeschieden. Salzsaure, 
Salpetersiure und Essigsiure bewirken ebenfalls Abscheidung von Jod. 

Ganz verdiinnte Saiuren haben jedoch keine Einwirkung. Das pg 
des Auszuges betriigt etwa 4. Der Auszug zeigt weiter folgende 
Reaktionen: Gold-trichlorid wird in alkalischer Lésung unter Ab- 
scheidung von Gold reduziert. Ein Gemisch von Ferri-chlorid und 


1 G. Lunde, diese Zeitschr. 198, 94, 1928; G. Lunde, K. Closs, J. Boe, 
Mikrochemie, Pregl-Festschr. 1929, S. 272. 
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Kalium-ferri-cyanid wird geblaut. Zusatz von Kaliumpermanganat 
bewirkt Braunsteinabscheidung. Der Auszug entfairbt Jodstirke- 
lésung, eine Reaktion, die durch Licht katalysiert wird. 

Mercurisalze erzeugen keine Fallung. Bei Zusatz von Kupfersulfat 
oder Ferrichlorid wird Jod ausgeschieden, aber weniger als theoretisch 
erwartet werden sollte. Ein Vergleich mit entsprechend geringen 
Mengen Jodid zeigte, daB diese Reaktionen bei so kleinen Mengen 
nicht quantitativ verlaufen. 

Es wurde in zwei quantitativen Versuchen das Jod durch Zusatz 
von Saure in Freiheit gesetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Von diesem Jod lieB sich nur ein Teil mit Pottaschelésung aus dem 
Chloroform wieder ausschiitteln. Nach dem Ausschiitteln des durch 
Saurezusatz in Freiheit gesetzten Jods wird durch Zusatz von Nitrit 
zum wasserigen Auszug noch eine weitere geringe Menge Jod in Freiheit 
gesetzt. Die Jodbestimmung in diesen Fraktionen hatte folgendes 
Ergebnis: 


Angewandte Substanzmenge: '/4 des gesamten Auszuges, entsprechend: 
wasseriger Auszug aus 6,93 g frischer Stengel. 





mg J Mittel 
Durch Saurezusatz in Freiheit gesetzt: 
. 1. 5,995 
I > 2 7h ee |e pat ’ 20 
Mit Pottacche ausgesebittels 2.6,175 6,09 mg J = 988% 
: : 1, 0,0337 
) , c osg. vi 5 Af i ‘ . 
Mit Pottaschelésg. nicht ausschiittelbar 2 00442 0,039 mg J 0,6 % 
ee ae *0,290 
Mit Nitrit in Freiheit gesetzt : 0200 025 meJ 880 
2. 0,2 yt g 3,8 % 
1. 0,194 
out 2.0189 0,12 mgJ = 18% 
Summe: 1. 6,423 
2. 6,558 6,49 m¢J = 100,0% 


Wird der wisserige Auszug auf dem Wasserbad zur Trockne ein- 
gedampft und wieder aufgelést, so tritt beim Ansiuern keine Jod- 
abscheidung mehr ein. Ist aber die Reaktion beim Eindampfen schwach 
alkalisch (Zusatz von Pottasche), so bleibt die Reaktion erhalten. 
Der wiisserige Auszug kann mit Lauge gekocht werden, ohne daB 
seine Eigenschaft, durch Saurezusatz Jod abzuscheiden, verloren geht. 
Durch Reduktion mit Zinkstaub in neutraler Lésung geht aber diese 
Eigenschaft verloren. 


Fdllung mit Silbernitrat. Es wurde versucht, Fallungen mit Silber- 
nitrat, und zwar in saurer, neutraler und ammoniakalischer Lésung 
vorzunehmen. Die Fallungen wurden durch Glasfiltertiegel filtriert, 
bei 100° getrocknet und gewogen. 
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Angewandte Substanzmenge: 1/4 des gesamten wasserigen Auszuges, 
entsprechend: wasseriger Auszug aus 6,93 g frischer Laminariastengel. 


Das Gewicht der Fallungen betrug: 


CR BE Sais SS oe wre es So 
= Pe ee ee ee 
= » ammoniakalischer Lésung .. . ‘ o « « » O0S1Eg 

» heutraler Lésung nach sadibienatiniie r Reduktion mit 
Zn (Beimengung von Sulfid). ............. « 0,3516g 


Die quantitative Bestimmung des Jods in diesen Fallungen wurde 
nicht durchgefihrt, infolge groBer experimenteller Schwierigkeiten. 
Dagegen wurde der Jodgehalt des Filtrats der Silbernitratfaillungen 
in neutraler und saurer Lésung auf Jod gepriift. Es erwies sich in allen 
Fallen als praktisch jodfrei. Es wurden Werte zwischen 0,002 und 
0,005 mg Jod gefunden. 


Fallungen mit PdCl,. Es wurden jetzt Fallungen mit Palladium- 
chloriir ausgefiihrt. Die Ausfallung des Jodids mit Palladiumchloriir 
wird folgendermaben vorgenommen: Man sauert die jodidhaltige 
Lésung schwach mit Salzsdure an, fiigt, solange eine Fillung entsteht, 
Palladiumchloriirlésung hinzu, l4Bt 1 bis 2 Tage an einem warmen 
Ort stehen und filtriert den braunschwarzen Niederschlag von Palladium- 
jodiir. Die Palladiumfallung wird in méglichst wenig Ammoniak 
gelést und Schwefelwasserstoff in die Lésung eingeleitet. Beim Neutrali- 
sieren mit Salzsaure fallt Palladiumsulfid aus und wird durch Filtrieren 
entfernt. Das Filtrat wird durch Einleiten von Kohlensiure und 
kurzes Erwarmen vom Schwefelwasserstoff befreit. Dann macht 
man alkalisch und bestimmt das Jod wie iiblich. In das Filtrat von 
der Palladiumfallung wird Schwefelwasserstoff eingeleitet und das 
ausfallende Palladiumsulfid abfiltriert. Die weitere Aufarbeitung 
geschieht wie oben. 


Das Ergebnis der Jodbestimmung war folgendes : 


1. Fdllung in neutraler Lésung. Angewandte Substanzmenge !/ des 
gesamten Wasserigen Auszuges, entsprechend: wasseriger Auszug aus 3,46 g 
frischer Laminariastengel. 


Im ammoniakléslichen Teil der PdCl,-Fallung . . 3,136 mg J = 98,03% 
Im ammoniakunléslichen Teil der PdCl,-Fallung . 0,013 mgJ= 0,40% 
Im Filtrat der PdCl,-Fallung ......... . 005lmgJ= 1,58% 


2. Fdllung in schwach salzsaurer Lésung. Angewandte Substanzmenge 
1/49 des gesamten wasserigen Auszuges, entsprechend: wasseriger Auszug 
aus 3,46 g frischer Laminariastengel. 


Im ammoniakléslichen Teil der PdCl,-Fallung . . 3,208mg J = 97,80% 
Im ammoniakunléslichen Teil der PdCl,-Faéllung . 0,026 ,, J= 0,79% 
Im Filtrat der PdCl,-Fallung ......... . 0,046 ,, J= 1,42% 








eramenesenee 


' 
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Trennung des jodbefreienden Prinzips von der Jodverbindung 
selbst. Entfernt man das durch Saurezusatz aus dem wasserigen 
Extrakt in Freiheit gesetzte Jod durch Ausschiitteln mit Chloroform, 
so besitzt der wasserige Auszug die Eigenschaft, noch eine weitere 
Menge Jod aus einer Jodkalilésung in Freiheit zu setzen. 


Extrahiert man den durch Eindampfen des wisserigen Extraktes 
unter Zusatz von Pottasche erhaltenen Trockenriickstand mit Athyl- 
alkohol, entfernt den Alkohol durch Abdampfen unter Zusatz von 
etwas Pottasche, lést den Trockenriickstand des Alkoholextraktes 
in Wasser und sauert an, so ist die Jodmenge, die dabei in Freiheit 
gesetzt wird, viel geringer als im urspriinglichen wisserigen Extrakt. 
Die nachfolgenden Analysen iiber den Jodgehalt des alkoholischen 
Extraktes zeigen, daB dies nicht daran liegt, daB die Jodverbindung 
nicht vom Alkohol gelést wird. 


Die Jodbestimmung im alkoholischen Extrakt des wisserigen 
Auszuges sowie im Riickstand nach dieser Extraktion zeigte folgendes 
Ergebnis : 

1. Das Eindampfen des wisserigen Extraktes vor der Alkohol- 
extraktion erfolgt unter Zusatz von Pottasche. 


Angewandte Substanzmenge: */s. des gesamten wasserigen Auszuges, 
entsprechend: wasseriger Auszug aus 0,693 g frischer Laminariastengel. 


Alkoholléslich . . .... . . 0,6375 mg J = 97,36% 
Alkoholuniéslich . ..... . 0,0173 , J= 2,64% 


2. Das Bindampfen des wisserigen Extraktes erfolgt ohne Pott- 
aschezusatz. 


Angewandte Substanzmenge: 1/9. des gesamten wasserigen Auszuges, 
entsprechend: wasseriger Auszug aus 0,693 g frischer Laminariastengel. 


Alkoholléslich . . ..... . 0,6243 mg J = 97,00% 
Alkoholunléslich . . . .. . . 00,0193 ,, J= 300% 


Durch Extraktion mit einem Gemisch von Amylalkohol und 
Athylalkohol statt mit Athylalkohol allein wird nur die Jodverbindung 
gelést, wahrend das jodbefreiende Prinzip unléslich ist. Der Versuch 
wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Ein Teil des wisserigen Auszuges 
wird unter Zusatz von Pottasche eingedampft, mit Athylalkohol 
erschépfend extrahiert (mindestens zehnmal), bis sowohl die alkohol- 
lésliche Jodverbindung als auch das jodbefreiende Prinzip quantitativ in 
den alkoholischen Extrakt iibergegangen sind. Dieser athylalkoholische 
Auszug wird jetzt unter Zusatz von wenig Pottasche wieder ein- 
gedampft und der Riickstand mit Amylalkohol (mindestens 10- bis 
15mal) erschépfend extrahiert, bis die Jodverbindung quantitativ 
in den amylalkoholischen Extrakt iibergegangen ist. Das jodbefreiende 

Biochemische Zeitschrift Band 219. 14 
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Prinzip ist in Amylalkohol unléslich und bleibt im Riickstand. Man 
kann sich von seiner Gegenwart dadurch iiberzeugen, daB die wisserige 
Lésung dieses Riickstandes aus einer angesiuerten Jodkalilésung 
Jod in Freiheit setzt. 


II. 


In einem zwerten Versuch wurde eine Probe der kleingeschnittenen 
Stengel mit Alkohol iibergossen und langere Zeit bei Zimmertemperatur 
im Dunklen extrahiert. Der alkoholische Auszug wurde mit Wasser 
und etwas Pottasche versetzt und die Hauptmenge des Alkohols 
abdestilliert. Der Riickstand nach der Alkoholextraktion wurde mit 
verdiinnter Salzsiure kurze Zeit auf dem Wasserbad unter RiickfluB 
erwairmt und abgesaugt (Salzsiureauszug 1) und dann mehrere Stunden 
mit verdiinnter Salzsiure gekocht (Salzsiureauszug 2). Bei der Jod- 
bestimmung wurde auch der Jodgehalt der beim Alkalischmachen 
der sauren Ausziige ausfallenden Kalkfallung bestimmt und _ beriick- 
sichtigt. Der nach der Behandlung mit Salzsaiure verbleibende Rest 
wurde durch Schmelzen mit Atzkali aufgeschlossen und der Jodgehalt 
ermittelt. Die Jodbestimmung hatte folgendes Ergebnis: 


Angewandte Substanzmenge: 53,75 g. 


Alkoholauszug ..... .. . 42,929mgJ = 94,16% 
Salzsiureauszug 1... ... 0,234, J= 0,52% 

* $.0.... £4. Te Eee 
"are ep ae 
SUMO... .. + « 6s www s SR, Fc = WKLY 


In diesem alkoholischen Auszug wird beim Ansauern kein Jod 
ausgeschieden, erst bei Zusatz eines Oxydationsmittels wie Wasser- 
stoffsuperoxyd oder Nitrit. 


Die Menge des anorganisch gebundenen Jods im alkoholischen 
Auszug wurde bestimmt. Durch Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd 
in saurer Lésung und Ausschiitteln des ausgeschiedenen Jods in schwefel- 
saurer Lisung erhielten wir folgendes Resultat: 


Anorganisch gebunden: 41,691 mg J = 98,76°% des Gesamtjods des 
alkoholischen Auszugs. 


Durch Anwendung von Nitrit als Oxydationsmittel, wobei das 
Jod mit Chloroform ausgeschiittelt wurde, erhielten wir fiir das 
anorganisch gebundene Jod viel niedrigere, schwankende Werte. 


Wir hatten auch friiher bei anderen Untersuchungen éfters die 
gleiche Beobachtung gemacht. Um dieses Verhalten aufzuklaren, 
untersuchten wir deshalb diese Reaktion etwas genauer. 
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Bestimmung des Jodids durch Oxydation zu Jod. 


Wenn man das anorganische Jod in der Weise bestimmen will, 
daB man es mit einem geeigneten Oxydationsmittel in elementares 
Jod iiberfiihrt und dann dieses Jod wiederum mit einem geeigneten 
Lésungsmittel ausschiittelt und quantitativ bestimmt, so mu} man 
von einem derartigen Oxydationsmittel verlangen: 1. daB es Jodide 
quantitativ in Jod iiberfiihrt, 2. daB die Oxydation nicht weiter als bis 
zur Stufe des elementaren Jods geht, und 3. daf es sich mit anderen 
Jodverbindungen als Jodiden nicht umsetzt. Als geeignetes Oxydations- 
mittel kommt entweder Natriwmnitrit in saurer Lésung oder Wasserstoff- 
superoxyd in Frage. 

Th. von Fellenberg' setzt das Jod der Jodide mit Nitrit in Freiheit 
und schiittelt das ausgeschiedene Jod mit Chloroform aus. Das 
in der wasserigen Lésung zuriickbleibende Jod faBt er als organisch 
gebunden auf und bezeichnet es als ,,organischen Rest“. Wir haben 
bereits friiher darauf hingewiesen, daB eine Trennung nach diesem 
Verfahren nicht einwandfrei ist®. P. A. Meerburg*® hat auch kiirzlich 
diese Trennungsmethode kritisiert. Er hat Versuche zur Trennung 
des organischen und anorganischen Jods in Wissern nach der Methode 
von Fellenbergs ausgefiihrt, und zwar unter Zusatz einer bekannten 
Menge Jodid. Dabei stellte sich heraus, daB man zwar die Gesamtmenge 
des im Wasser enthaltenen und zugesetzten Jods bei der Analyse 
wiederfindet, das zugesetzte Jodid war aber zu einem groben Teil 
, organisch** geworden. Meerburg erklirte dies in der Weise, dab das 
durch Nitrit ausgeschiedene Jod in statu nascendi auf ungesiittigte, 
organische Verbindungen, die im Wasser enthalten seien, einwirke 
und so in der wiasserigen Lésung als organisch gebundenes Jod zuriick- 
bleibe. 


Wir haben uns der Auffassung von Meerburg nicht anschlieBen 
kénnen. Es erschien uns sehr unwahrscheinlich, daB das stundenlang 
eingekochte Wasser noch so reaktionsfihige Verbindungen enthalten 
sollte, daB sie das elementar ausgeschiedene Jod aufzunehmen ver- 
méchten. Es ist auch von verschiedener Seite behauptet worden, 
daB die Oxydation des Jodids mit Nitrit, wie sie bei dieser Trennung 
vorgenommen wird, zur Bildung von Jodat fiihren kann. Das Jodat 
wiirde in der wasserigen Lésung zuriickbleiben und so als ,,organisches“ 
Jod bestimmt werden. Es ist aber dies tiberhaupt nicht bewiesen worden, 
und unsere Versuche haben gezeigt, da die Fehlergebnisse, die bei 


1 Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 

2 G. Lunde, K. Closs, H. Haaland und S.0O. Madsen, Aarsberetn. ved- 
kommende Norges Fisherier 1928, Nr. IV, 8. 22. 

8 P. A. Meerburg, Zeitschr. f. physik. Chem. 180, 105, 1927. 
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dieser Methode so oft eintreten, auf eine ganz andere Ursache zuriick- 
zufiihren sind. Der Grund fiir die Fehlergebnisse ist in den in Wassern 
und sonst zur Untersuchung kommenden wiasserigen Fliissigkeiten 
stets vorhandenen Chloriden zu suchen. Nitrit wnd Salzsdure oxydieren 
das ausgeschiedene Jod zu Jodmonochlorid. Dieselbe Reaktion findet 
statt bei Gegenwart von Nitrit und Chloriden in saurer Lésung. Auf 
den Mechanismus dieser Reaktion soll hier nicht naher eingegangen 
werden?. Das gebildete Jodmonochlorid, JCl, reagiert mit Salzsiure 
unter Bildung von Chlorjod-Chlorwasserstoffsaure H(JCl,). Diese 
Chlorjod-Chlorwasserstofisiure ist in Chloroform unléslich und bleibt 
bei der Ausschiittelung des durch Oxydation in Freiheit gesetzten Jods 
gréBtenteils in der wiasserigen Lésung zuriick. Die Menge der sich 
bildenden Chlorjod-Chlorwasserstoffsaure hangt von der Saurekonzen- 
tration, sowie von der Nitritkonzentration ab, und zwar steigt die 
Menge mit der Saurekonzentration und bis zu einem gewissen Grenz- 
wert auch mit der Nitritkonzentration. Die gebildete Chlorjod-Chlor- 
wasserstoffsiure ist in Ather leichter léslich als in Wasser, kann daher 
mit Ather aus der wisserigen Liésung entfernt werden. Bei Anwendung 
von Ather an Stelle von Chloroform zur Ausschiittelung des in Freiheit 
gesetzten Jods wird also auch das gebildete Chlorjod mit aus der 
Lésung entfernt. Bei Anwendung von Ather fillt also diese Fehler- 
quelle fort. Bei der Untersuchung der wisserigen Extrakte von natiir- 
lichem, tierischem oder pflanzlichem Material, das meistens viel Chlo- 
ride enthalt, ist die Méglichkeit der Bildung von Chlorjod bei dem 
bisher tiblichen Verfahren nach von Fellenberg sehr groB, weshalb alle 
bisher erfolgten Angaben in der Literatur iiber die Art der Bindung 
des Jods in den wiasserigen Extrakten mit einer gewissen Vorsicht zu 


betrachten sind. , 


Eine andere Fehlerquelle bei dem von Fellenbergschen Trennungs- 
verfahren, worauf er auch tibrigens selbst hinweist, ist die, daB das 
Nitrit aus verschiedenen organischen Jodverbindungen Jod in Freiheit 
setzen kann. Dieses organisch gebundene Jod wiirde dann als ,,an- 
organisches‘‘ Jod zur Bestimmung gelangen. Bei der Anwendung 
von Wasserstoffsuperoxyd als Oxydationsmittel kann diese Fehler- 
quelle bedeutend reduziert werden. 


Die Bestimmung des anorganisch gebundenen Jods durch Fallung 
mit Palladiumchloriir nach vorhergehendem Abdampfen des Alkohols 
unter Zusatz von K,CO, gab folgendes Resultat : 


1 G. Lunde, K. Closs und J. Bée, Mikrochemie, Pregl-Festschr. 1929, 
S. 272. 


2 K. Closs, Dissert. Miinchen 1929. 
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Angewandte Substanzmenge: 4/9 des gesamten Auszuges, entsprechend: 
alkoholischer Auszug aus 2,69 g frischer Stengel. 
Mit PdCl, faillbar . . . . 2,233 mg J = 98,68°, des Gesamtjods des 
alkoholischen Extrakts 


Mit PdCl, nicht fallbar . 0,030mg J = 1,32°, des Gesamtjods des 
alkoholischen Extrakts 


In einem weiteren Versuch, jedoch ohne Zusatz von K,CO, beim 
Abdampfen des Alkohols, erhielten wir: 
Angewandte Substanzmenge: 4/9 des gesamten Auszugs, entsprechend: 
alkoholischer Auszug aus 2,69 g frischer Stengel. 
Mit PdCl, fillbar . . . . 2,205mg J = 98,57, des Gesamtjods des 
alkoholischen Extrakts 


Mit PdCl, nicht fallbar . 0,032 mg J = 1,43°, des Gesamtjods des 
alkoholischen Extrakts 


Ii. 


In einem dritten Versuch wurde eine Probe der kleingeschnittenen 
Stengel mit Ather iibergossen und so etwa 2 Monate lang stehen- 
gelassen. Wahrend dieses Stehens war das Wasser aus den Zellen 
ausgetreten und die iiber der Probe stehende Fliissigkeit hatte sich 
in zwei Schichten getrennt, eine aitherische und eine wisserige. Die 
wasserige Schicht wurde im Scheidetrichter von der atherischen getrennt. 
Die Stengel wurden im Soxhletapparat mit Ather erschépfend extrahiert. 
Die vereinigten atherischen Ausziige wurden dreimal mit Wasser aus- 
geschiittelt und die wiisserige Schicht in gleicher Weise mit Ather 
dreimal ausgeschiittelt. Die wiisserige Lésung wurde im Vakuum 
vom Ather befreit und gewogen (bevor das Wasser, womit der atherische 
Auszug gereinigt war, zugesetzt wurde). Nach der atherischen Extraktion 
folgte eine Acetoriextraktion im Soxhletapparat und dann noch eine 
Alkoholextraktion. Bei allen Extrakten wurde ein Teil im Vakuum 
zur Trockne verdampft und der Riickstand gewogen. Wie im zweiten 
Versuch wurde mit Salzsaure erst auf dem Wasserbad erwirmt, dann 
langere Zeit zum Sieden erhitzt und der Riickstand mit Atzkali auf- 
geschlossen. Das Ergebnis dieser Versuche war folgendes: 


Angewandte Jase Somme ia 56,0 ¢ frischer Stengel. 


Atherauszug. ... . . . . 0,076mg J = 0,12% des Gesamt-J 
Wasserige Schicht nach inte Be- 
handeln mit Ather. . . . . 31,776 ,, J= 50,19% ,, e 
Acetonextrakt ........ . 28,3165 ,, J 44.72% ,, Pa 
Alkoholextvakt. ....... 0,259, J= 0,41% 
Sealzsfureauszug 1 ...... 0,250 , J= 0,39% .,, a 
Ba «ot Eee owe 2.80% ,, je 
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Es wurden die verschiedenen Fraktionen fiir sich untersucht. 
In der nach der Atherbehandlung erhaltenen wésserigen Lésung tritt 
bei Zusatz von Saure keine Jodausscheidung ein. Wasserstoffsuperoxyd 
setzt in saurer Lésung Jod in Freiheit. Eine Bestimmung des anorganisch 
gebundenen Jods nach der Palladiumchloriirmethode zeigte folgendes 
Ergebnis: 


Angewandte Substanzmenge: 1/5 der gesamten wasserigen Lésung, ent- 
sprechend: wasserige Lésung aus 2,80 g¢ frischer Stengel. 
Mit PdCl, fillbar ...... . 1479mg J = 95,74% 
Mit PdCl, nicht fillbar. . . . . 0,066 ,, J= 4,26% 


In dem Acetonauszug wird bei Zusatz von Saéure kein Jod aus- 
geschieden, erst bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd. Eine Bestimmung 
des anorganisch gebundenen Jods nach der Palladiumchloriirmethode 
zeigte folgendes Ergebnis: 


Ein Teil der Palladiumfallung ist in Ammoniak unléslich. 


Angewandte Substanzmenge: 1/9 des Gesamtauszuges, entsprechend: 
Acetonextrakt aus 2,80 g frischer Stengel. 


Mit PdCl, fallbar, NH,-léslich . . . . . 1,155mg J = 92,61% 
Mit PdCl, fallbar, NH,-unléslich . . . / 0,059 ,, J= 4,72% 
Mit PdCl, nicht fallbar. . .... . . . 0,033 ,, T= 2.67% 


Die Summe des mit Palladiumchloriir nachgewiesenen anorganisch 
gebundenen Jods betragt 52,679 mg in 56,0 g Substanz, entsprechend 
83,2°,, des Gesamtjodgehalts. 


B. Untersuchung der Blatter von Laminaria digitata. 


Die Blatter wurden wie die Stengel in kleine Stiicke geschnitten 
und mit Wasser extrahiert. Die wasserige Extraktion bietet groBe 
Schwierigkeiten, weil man eine zihe, schleimige Lésung erhilt, 
die nicht filtriert werden kann. Erst nach starkem Verdiinnen 
und Zentrifugieren gelingt es, den wisserigen Extrakt vom Riick- 
stand zu trennen. Die ersten und die letzten wisserigen Aus- 
ziige wurden vereinigt und getrennt auf Jod untersucht (Wasser- 
auszug 1 und 2). Der Riickstand nach der wisserigen Extraktion 
wurde im Soxhletapparat mit Alkoho] extrahiert und der Riick- 
stand nach der Alkoholextraktion mit Salzsiure behandelt, wie 
im zweiten Versuch mit den Stengeln bereits beschrieben wurde. 
Es folgt das Ergebnis der Jodbestimmung in den verschiedenen 
Fraktionen der Blatter: 
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Angewandte Substanzmenge: 200g frischer Blatter. 
Im Wasserauszug . . . 1. 199,00 mg J = 89,18% 
S iff . @ = 0,72% 
oo a a a 200,61 mg J = 89,90 % 
Alkoholextrakt .... 6,813 , J = 3,05 % 
Salzséureauszug. ... 1. 2,527 ,, J = 113% 
2. 4,852 ,, J = 2,18% 
"ee ee ss 7,379 , J= 3,31% 
ES eee 8,354 ,, J = 3,74 % 
Gesamtjodgehalt : 223,15 mg J “ra 100,00 % 


Der wdsserige Auszug ist dickfliissig opaleszierend. Nach lingerem 
Stehen entsteht eine geringe flockige Fallung. Durch ein Gemisch 
von gleichen Teilen Alkohol und Aceton wird die Ausfallung der Schleim- 
substanzen vollstandig. Beim Ansauern wird, wie im wasserigen Ex- 
trakt der Stengel, Jod in Freiheit gesetzt, jedoch eine relativ viel 
geringere Menge als bei den Stengeln. Wasserstoffsuperoxyd und 
salpetrige Saure bewirken dagegen in saurer Lésung Jodabscheidung in 
gréBerer Menge. 


Fdllungen mit PdCl,. Im wasserigen Auszug 1. Die Fallung mit 
Palladiumchloriir entsteht sehr langsam, weil das entstehende Palladium- 
jodiir durch die vorhandenen Schleimsubstanzen in kolloidaler Lésung 
gehalten wird. Die Jodbestimmung zeigte folgendes Ergebnis: 

Angewandte Substanzmenge: 4/4 des gesamten wasserigen Auszuges, 
entsprechend: wasseriger Extrakt aus 2,5 g frischer Blatter. 


In der PdCl,-Féllung. ........ . 0,938mg J = 44,14% 
Mit PdCl, nicht fallbar. . ..... . . 1,187 ,, J = 55,86% 


In einer anderen Probe wurden die Schleimsubstanzen mit einer 
Mischung von Alkohol und Aceton im Verhaltnis 1:1 gréBtenteils 
ausgefallt, der Alkohol und das Aceton durch Erwirmen auf dem 
Wasserbad wieder entfernt. Auch in dieser Probe wurde dann eine 
Fallung mit Palladiumchlorir ausgefiihrt. Ein Teil der Palladium- 
fallung war in Ammoniak unldéslich. Es wurde auch der Jodgehalt 
in den Schleimstoffen untersucht. 


Angewandte Substanzmenge : 1/1.) des gesamten Auszuges, entsprechend: 
wasseriger Extrakt aus 1,25 g frischer Blatter. 
In der Alkohol-Acetonfallung (Schleimsubstanzen) . 0,0128mgJ= 1,29% 


Mit PdCl, fallbar : 


Dagens es Se OOO me GF 
N H,-unléslich ete hs See “SO ee 0,0098 99 J 
Summe. . . Pigs eee ee eR a = 43,53 % 


Mit PdCl, nicht f@libar ........2.2. 2. - 0,5459 ,, J = 56,18% 
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Eine weitere Probe wurde mit Pottasche versetzt, auf dem 
Wasserbad zur Trocken eingedampft und mit Alkohol erschépfend 
extrahiert. Der alkoholische Extrakt wurde mit Pottasche und 
etwas Wasser versetzt und der Alkohol abgedampft. Es wurde 
dann schwach angesiuert und mit Palladiumchloriir gefallt. Auch 
in dem Riickstand nach der Alkoholextraktion wurde das Jod 
bestimmt. 


Angewandte Substanzmenge: 1/4 des gesamten wasserigen Auszuges, 
entsprechend: wasseriger Extrakt aus 2,50 ¢ frischer Blatter. 


Mion... ee 2 es OES wad = 810% 
Alkoholléslich : 
Fallbar mit PdCl,, NH,-léslich. . . ... . 1,749 ,, J=75,19% 
Fallbar mit PdCl,, NH,-unlJéslich ... . . 0,0261 ,, J= 1,12% 
Mit PdCl, nicht féllbar .:........ +. 00611 ,, J= 2,30% 


C. Untersuchung der Wurzeln 
(Rhizomen). 


Die Wurzeln wurden durch Waschen von anhaftendem Schmutz 
und kleinen Aktinien befreit und in kleine Stiicke geschnitten. Die 
Versuche wurden genau so ausgefiihrt wie bei der Untersuchung der 
Blatter. Da die Wurzeln sehr kalkhaltig sind, so erhalt man beim 
Alkalischmachen der Salzsiureauziige Fallungen, die vor der Jod- 
bestimmung abfiltriert werden miissen. Diese Fallungen und ihre 
Filtrate wurden getrennt analysiert. Der Jodgehalt der Kalkfallungen 
war aber stets auBerst gering. Wir haben diesen Jodgehalt zu dem 
‘Jodgehalt des Filtrats addiert. Das Ergebnis der Versuche war 
folgendes : 


‘ 


Angewandie Substanzmenge : 75,26 g frischer Rhizomen. 


Im wasserigen Auszug .......... . . 35,600mgJ= 58,13% 

Im alkoholischen Auszug........... 2,045, J= 3,34% 
Im Salzséureauszug (mit dem Jodgehalt der beim 

Alkalischmachen entstehenden Féllung). . . 1. 2,712 ,, J= 4,43% 

2. 4,288 , J= 17,00% 

ee ee eee ee Se ee ae ae. 


Summe: 61,241 mg J = 100,00 % 


Beim Ansauern des wasserigen Auszuges der Rhizomen tritt iiber- 
haupt keine Jodabscheidung ein. Erst bei Zusatz von Wasserstoff- 
superoxyd in saurer Liésung wird Jod ausgeschieden. Eine Fallung 
mit Palladiumchloriir hatte folgendes Ergebnis: 
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Angewandte Substanzmenge: '/, des gesamten Auszuges, entsprechend: 
wasseriger Auszug aus 3,13 g frischer Rhizomen. 


Mit PdCl, filber ......+--+s-» 128i med = 470% 
Mit PdCi, nicht fillber. ....... . 0,222 ,, J = 16,30% 


Wir danken Herrn Professor Dr. med. Klaus Hansen, der die Hilfs- 
mittel des Pharmakologischen Instituts fiir unsere Versuche zur Verfiigung 


stellte. 


Die vorliegende Untersuchung wurde durch Bewilligung von ,,A/S 
Norsk Varekrigsforsikrings Fond“ unterstiitzt, wofiir wir ebenfalls unseren 
Dank aussprechen méchten. 








Eine chemische Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Cholins und einige physikalisch-chemische Daten 
des Cholins und seiner Salze’. 


Von 


Wadim Roman. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stidtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1930.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Cholin kommt als Abbauprodukt in verschiedenen Teilen des 
Organismus vor und wurde dort auch auf Grund biologischer Methoden 
bereits mebhrfach nachgewiesen (1). Seine quantitative chemische 
Bestimmung stieB hingegen auf Schwierigkeiten. Der erste Versuch, 
es auf chemischem Wege zu bestimmen, wurde im Jahre 1905 von 
Stanek (2) unternommen, der es mit Kaliumtrijodid faillte. Es bildete 
sich ein Cholinperjodid, welches er als Cholin-enneajodid erkannte. Auf 
der Fiallung des Cholins als Jodid beruht auch die im Jahre 1923 aus- 
gearbeitete Methode von Sharpe (3). Aber auch diesem gelang an- 
scheinend nur der Nachweis gréBerer Mengen Cholin, soweit man aus 
seiner Arbeit schlieBen kann. Da Sharpe weder genauere Angaben 
iiber die EnteiweiBung des Blutes noch iiber das von ihm benutzte 
Fallungsreagens‘ macht, konnten wir seine Angaben, die wir nacb- 
zuprifen versuchten, nicht bestatigen, womit auch jede Méglichkeit 
zur Kritik der Sharpeschen Methode genommen ist. 

Auf Grund der von Stanek angegebenen Tatsache, die von uns 
bestitigt werden konnte, daB Cholin als Enneajodid gefallt werden 
kann, arbeiteten wir eine Methode aus, die es gestattet, kleinste Mengen 
Cholin in Lésungen nachzuweisen und quantitativ zu bestimmen. 


Vorversuche zur Methodik. 
Zur Fallung des Cholins muB die Konzentration sowohl des Cholins 
als auch des faillenden Agens, des Jods, méglichst groB sein. Andererseits 
mu die Konzentration des Kaliumjodids méglichst niedrig gehalten 


1 Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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werden, da dieses Salz den eventuell gebildeten Perjodidniederschlag 
sonst gleich wieder auflésen wiirde. Es muB also die Jodkonzentration 
so groB sein, daB sie nicht nur einen UberschuB iiber das Cholin darstellt, 
bzw. einen UberschuB8 iiber die neunfache Menge des Cholins, da zur 
Fallung eines Molekiils Cholin ja neun Atome Jod erforderlich sind, 
sondern es mu auch noch geniigend Jod nach der Fillung iibrigbleiben, 
um mit dem in Lésung befindlichen Kaliumjodid Kaliumtrijodid zu 
bilden, damit die Auflésung des Perjodidniederschlages verhindert 
wird. Andererseits darf die Jodkonzentration die Kaliumjodidkonzen- 
tration nicht so weit iibertreffen, daB freies Jod ausfallen kann, da 
dieses sonst wieder miihevoll und schwierig ausgewaschen werden miiBte. 
Diese giinstigste Jodkonzentration, die allen eben skizzierten Be- 
dingungen geniigt, wurde nun experimentell bestimmt zu 47 mg Jod 
in 1,3 ccm bei einer Kaliumjodidkonzentration von 60 mg-Kaliumjodid 
in 1,3cem. Das von Stanek benutzte Fallungsreagens enthalt erheblich 
mehr Kaliumjodid und erschien uns daher zur Fillung besonders 
kleiner Mengen Cholin nicht geeignet. Die richtige Konzentration 
wird erreicht, wenn man lcem der Cholinlésung mit 0,3 ccm eines 
Reagens versetzt, welches 157 g Jod und 200 g Kaliumjodid im Liter 
enthalt. Man erhalt dieses Reagens durch Auflésung von 3 g reinem 
Jod in 100 cem normaler Jodlésung. Da es an Jod gesittigt ist, kann 
es in einfach verschlossener Flasche beliebig lange aufbewahrt werden. 
Der Zusatz von 0,3ccm Reagens zu 1 ccm Cholinlésung geniigt zur 
Fallung, wenn nicht mehr als 5 mg Cholin in diesem 1 ccm gelést sind. 
Aber auch bei kleineren Cholinmengen bis herunter zu 5 y (1 y = "/; 999mg) 
scheint diese Konzentration nicht nur geniigend, sondern auch not- 
wendig zu sein, wie folgende Versuche zeigen: 

Versuch 16. 81mg Cholinum purum ,(Merck) wurden in 100 ccm 


Wasser gelést und: davon eine Verdiinnung |: 100 mit Wasser hergestellt. 
Von dieser Verdiinnung wurde 
leem mit 0,3cem Reagens gefallt, gefunden 8,4’ 
1 ” ” 0,3 ” ” ” ” 7,7 Y 
1 ” 99 0,3 thd 2d on ” 8,0 Y 
Versuch 19. 34,54 mg Cholinum purum (Merck) wurden in 100 ccm 
Wasser gelést. Von dieser Lésung wurde eine Verdiinnung | : 10 mit Wasser 
hergestellt. Von dieser Verdiinnung wurde 
leem mit 0,lcem Reagens gefallt, gefunden 26,6 y 
” ” 0,1 ” . ” ” 24,7 Y 


] 

ay 2 - » 27,57 
Fae | eX M . » 23,49 
ea ae” BB is - ¥ 33,8 y 
Be ig OF e» a is 35,5 y? 
1», » O04 ,, » o ~ 30,9 y 
1 ” ” 0,4 ” ” ” ” 32,6 Ys 


1 Theoretisch 34,54 y. 
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Die Fallung der Cholinlésung wird am giinstigsten in einem kleinen 
spitzen Zentrifugenglas vorgenommen und danach 10 Minuten zentri- 
fugiert. Bei Fallung in GefiBen mit gréBerer Oberfliche tritt wohl 
durch eine Verdampfung von Jod, die ja sehr rasch erfolgt, eine 
Konzentrationsverminderung desselben ein, so daB die Fallung nicht 
quantitativ ist, andererseits braucht der Niederschlag eine gewisse Zeit, 
um zu kristallisieren, wie die folgenden Versuche zeigen. 

Versuch 60. 106mg Cholinum purum wurden in 100ccm Wasser 


gelést, davon wurde eine Verdiinnung 1 : 100 mit Wasser hergestellt. Von 
dieser Verdiinnung 


leem im Zentrifugenglas gefallt, 10 Min. zentrifugiert, gefunden 10,6 y 


aa a ‘ BO «ne és - ll,ly 
eee ue ee 10 ,, stehen gelassen, - 7,3 
_ eae pS fe 10 ws em x 7,4 
Se eee a ie sofort abgegossen, m 5,8 y 
DB tye — é - ie - 6,3 y 
1 ,, i.d.Porzellanschale _,, ne - 7 5,6 y 
eee ai - a - - 4,5 y 
- sei 10 Min. stehengelassen, Pm 3,l y 
1 ” > #99 °° ”” 10 %° ”” ” ny 


Wie aus diesen Versuchen auBerdem hervorgeht, ist das Zentri- 
fugieren unerlaBlich, weil der Niederschlag nur hierdurch so fest haftet, 
da® er nachher beim Waschen nicht abgespiilt wird. Trotzdem ist es 
empfehlenswert, bei gréBeren Cholinmengen iiber 0,5 mg beim Ab- 
gieBen ein Filter vorzuschalten (s. auch weiter unten). Der abzentri- 
fugierte Niederschlag kann jedoch langere Zeit stehenbleiben, wenn 
die mit dem Reagens gesattigte Lésung, aus der er gefallt wurde, nicht 
abgegossen wird, wie auch folgender Versuch beweist, bei dem das 
Zentrifugenglas allerdings mit einem Stopfen verschlossen war, um 
ein Verdampfen des Jods zu verhindern. 


Versuch 22. Benutzt wurde diese!be Lésung wie in Versuch 19. 
lecm sofort nach dem Zentrifugieren abgegossen und titriert 34,8 y 
1 , 48 8td. ,, * *” = ve »  33,9y 
Nach der quantitativen Fillung machte das _ ,,Jodfrei‘-Waschen 
des Niederschlages die gréBte Schwierigkeit. Es muBte ein Lésungs- 
mittel gefunden werden, welches das Jod restlos herauswusch, ohne 
von dem Cholinperjodid etwas aufzulésen. Nach vielen vergeblichen 
Versuchen zur Auffindung eines Mittels, das diesen Anforderungen 
gerecht wurde, kehrten wir zu demjenigen, welches auch Sharpe (3) 
benutzt hatte, zuriick: eisgekiihltes Wasser. Wenn dieses den An- 
forderungen auch nicht restlos geniigt, da die Léslichkeit des Jods 
in Wasser mit der Temperatur immer mehr abnimmt, und andererseits 
Wasser schon bei 1° Warme aus dem Cholinperjodid das Jod herauslést 
bzw. das Cholinperjodid auflést (s. auch weiter unten: Léslichkeit 
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von Jod und Cholinperjodid). Trotzdem kann man auch bei der Be- 
stimmung sehr kleiner Mengen Cholin — etwa 5y — einigermafen 
zuverlassige Resultate erhalten, wenn man mdglichst schnell arbeitet, 
so daB keine Erwarmung eintreten kann, und méglichst unterkiihltes 
Wasser von etwa — 1° benutzt. 


Der jodfrei gewaschene Perjodidniederschlag laBt sich, besonders 
wenn es sich um kleine Cholinmengen handelt, sehr schnell und leicht 
in Chloroform lésen. Bei gréBeren Mengen Cholin —- etwa 1 mg und 
mehr — dauert die Auflésung des Niederschlages jedoch langere Zeit, 
so daB es in diesem Falle empfehlenswert ist, Schwefelkohlenstoff 
zu benutzen, in dem sich das Cholinperjodid etwas leichter lést. Wegen 
der gréBeren Fliichtigkeit des Schwefelkohlenstoffs mu jedoch in 
diesem Falle das Zentrifugenglas nach Zufiigen des Schwefelkohlenstoffs 
verschlossen werden. Die Zufiigung des Schwefelkohlenstoffs oder 
Chloroforms mu iibrigens sofort, nachdem der Niederschlag jodfrei 
gewaschen ist, erfolgen, da Cholinperjodid an der Luft leicht sein Jod 
an den Gasraum abgibt (s. auch weiter unten). 


Die Schwefelkohlenstoff- oder Chloroformlésung wird nun unter 
kraftigem Schiitteln gegen n/100 oder n/1000 Natriumthiosulfatlésung, 
je nach der Cholinmenge, titriert bis zum Verschwinden der rosa Farbe. 


Um die Titration in zwei Phasen zu vermeiden, versuchten wir, das 
Cholinperjodid in einem wasserigen Medium zu lésen. Hierzu kam entweder 
eine Starke- oder eine Kaliumjodidlésung in Frage. In diesen beiden 
Lésungsmitteln lést sich zwar der Niederschlag im Zentrifugenglas einiger- 
ma6en glatt auf, jedoch bereitet das Herauslésen des Niederschlages aus 
dem Filter groBe Schwierigkeiten, und es verbleibt immer etwas zwischen 
den Asbestfasern und den Glasporen. Auch ist die erforderliche F lii-sigkeits- 
menge ziemlich groB. 


Dann versuchten wir, nachdem das Cholinperjodid in Chloroform gelést 
war, das Jodid aus‘dem Chloroform mit Starkelésung auszuschiitteln 
und es dann zu titrieren (vgl.auch Firth und Watson (4). Es stellte sich aber 
heraus, da®B sich zwar nach und nach alles Jod mit einer verhaltnismaBig 
verdiinnten Starkelésung aus dem Chloroform ausschiitteln laBt, da®B sich 
aber bei dem wiederholten Schiitteln eine feine Emulsion zwischen der 
Jodstarke und dem Chloroform bildet,.die sich weder durch Absitzen- 
lassen noch durch Zentrifugieren, noch auch durch irgendwelchen Zusatz 
trennen lieB. 


Wir muBten deshalb bei der Zweiphasentitration verbleiben, 
die ja auch schon friiher zum Titrieren von Jod, insbesondere von 
Fresenius (5), angewandt worden war und sich zur Bestimmung 
gréBerer Mengen von Jod allgemein in der analytischen Chemie bewahrt 
hat. Schwierigkeiten bei Erkennung des Umschlagspunktes von Rosa 
zu Wei treten erst bei sehr geringen Mengen Jod ein, so da8 sich also 
Bestimmungen mit einem Gehalt von 5 y Cholin, die noch etwa 50 y 
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Jod enthalten, ohne weiteres ausfiihren lassen, wenn man _ durch 
haiufiges Schiitteln nach jeder Thiosulfatzugabe eine Ubertitration 
vermeidet. 

Ausfiihrung der Cholinbestimmung. 

Die Lésung, in welcher man das Cholin bestimmen will, soll neutral 
oder schwach sauer sein. Man versetzt 1 cem dieser Lésung in einem 
kleinen, unten spitzen Zentrifugenglas oder in einem Zentrifugenglas 
nach Pincussen mit eingeschliffenem Stopfen (s. Abb. 1) mit 
0,3 ccm des Fiallungsreagens (s. vorhergehenden Abschnitt). 
Es entsteht ein brauner wolkiger Niederschlag, der sich beim 
darauf folgenden scharfen Zentrifugieren (10 Minuten bei etwa 
3000 Umdrehungen) in Form von feinen griinlichschwarzen 
Kristallen am Boden des Zentrifugenglases absetzt. Bis zum 
Waschen kann nun, wie oben gezeigt, dieser Niederschlag 
ziemlich lange stehenbleiben. Von dem Moment des AbgieBens 
an jedoch bis zum UbergieBen mit Chloroform miissen die 
jetzt folgenden Operationen auBerordentlich rasch ausgefiihrt 
werden, um einen Verlust durch Verdampfen (s. weiter unten 
unter Fliichtigkeit des Cholinperjodids) oder durch Auflésung 
infolge von Erwairmung zu vermeiden. Die _ iiberstehende 
Fliissigkeit wird von dem Niederschlag agbegossen und drei- bis vier- 
mal mit etwa 5ccm méglichst kaltem, destilliertem Wasser (0 bis — 1°) 
gewaschen, bis das iiberstehende Waschwasser weiB ist, und dieses 
jedesmal méglichst rasch und vorsichtig abgegossen. Hierbei ist 
darauf zu achten, daB auch an den Wandungen des Zentrifugen- 
glases keine Jodlésung hangenbleibt. Ist die zu bestimmende 
Cholinmenge gréBer als 0,5mg, so haftet der Niederschlag trotz 
des scharfen Zentrifugierens infolge der gréferen Kristallmenge 
nicht so fest an der Wandung, daB nicht doch beim Waschen 
etwas abgespiilt werden kénnte. Es ist in diesem Falle ratsam, 
ein kleines Filter aus Asbest und Glasstiickchen (s. Abb. 2) vorzu- 
schalten, das auf einer Saugflasche steht, welch letztere an eine Wasser- 
strahlpumpe angeschlossen ist. Durch dieses Filter wird sowohl die 
erste Fliissigkeit als auch das Waschwasser unter scharfem Saugen 
mit der Pumpe abgegossen. Durch das Filtrieren darf jedoch die Dauer 
des Arbeitsvorganges nicht verlangert werden. Die Hauptmenge 
bleibt auch hier im Zentrifugenglas zuriick, jedoch findet sich ein 
kleiner Tei] des Cholinniederschlages auf dem Filter. 

Nachdem der Niederschlag jodfrei gewaschen ist, gieBt man in 
das Zentrifugenglas 1 bis 2ccm Chloroform. Der Niederschlag auf 
dem Filter muB noch zwei bis drei weitere Male gewaschen werden, 
da sich in der unteren Filterschicht immer noch etwas Jodlésung halt, 
die die Resultate verfilschen kénnte. Wenn das Waschwasser aus dem 
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Filter ganz wei abflieBt, wird dieses mit 1 cem Chloroformlésung 
iibergossen und nach Aufsetzen auf eine neue Waschflasche der Nieder- 
schlag unter langsamem Saugen in dieselbe hineingelést. Sollte sich 
in diesem 1 ccm Chloroform noch nicht alles gelést haben, muB das 
Herauslésen des Niederschlags mit Chloro- 
form wiederholt werden, bis letzteres weiB 
abflieBt. Es eignet sich hierzu ein GefaiB, wie 
es Abb. 2 zeigt. 


Hat man zur Fallung des Cholins ein 
Zentrifugenglas nach Pincussen benutzt, und 
ist die Menge des Cholins verhaltnismabig 
gering, so lést sich der gesamte Niederschlag 
leicht in den 2cem Chloroform, und man 
kann in diesem Zentrifugenglas gleich titrieren. Abb. 2. 
Anderenfalls gieB8t man die Chloroformlésung 
aus dem Zentrifugenglas unter mehrmaligem Nachspiilen mit Chloro- 
form in einen kleinen Kolben (am _ besten eignet sich ein kleiner 
Stehkolben mit langem Hals von etwa 25ccm Fassungsvermégen, 
z. B. ein MeBkolben). Hat man ein Filter vorgelegt, so gieBt man 
in diesen Kolben auch den aus dem Filter herausgelésten Chloro- 
formextrakt mit hinzu. Die Lésung wird jetzt gegen eine n/100 oder 
n/1000 Natriumthiosulfatlésung unter haufigem Schiitteln titriert, 
bis die Chloroformlésung gegen eine weife Unterlage farblos er- 
scheint. Da es sich um zwei Phasen handelt, mu’ nach jeder 
Thiosulfatzugabe kraftig geschiittelt werden, denn das Natriumthio- 
sulfat wirkt auf das im Chloroform geliste Jod naturgemiB lang- 
samer ein, als wenn sich beide Substanzen in derselben wisserigen 
Phase befianden. 






Zur 
Wasserstra;|pumpe 


Die Berechnung beruht darauf, daB ein Molekiil Cholin im Cholin- 
perjodid 9 Atome Jod bindet. Wie diese Bindung zustande kommt, 
dariiber ist nichts Naheres bekannt [s. auch Stanek (2)]. 


Da das Chokin das Molekulargewicht 120,12, das Jod das Atom- 
gewicht 126,92 besitzt, entsprechen 120,12 g Cholin 9 x 126,92 g Jod 
oder 126,92g Jod 120,12:9= 13,35g Cholin. lcem einer n/100 
Natriumthiosulfatlésung entspricht lccm einer n/100 Jodlésung 
= 1,269mg Jod, also damit auch 0,1335 mg Cholin. leem der 
n/100 Natriumthiosulfatlésung ist also = 133,5y Cholin und 1 ccm 
der n/1000 Natriumthiosulfatlésung = 13,4 y Cholin. 


Die Methode gestattet also den Nachweis von 5y bis zu 5 mg 
Cholin in 1 cem mit einem durchschnittlichen Fehler von +- 1°, und 
einem maximalen Fehler von + 5°%. 


Folgender Versuch sei als Beleg angefiihrt: 
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Versuch 42. 626mg Cholinum purum (Merck) wurden in 100ccm 
Wasser gelést und davon eine Verdiinnung 1:5 mit Wasser hergestellt. 
Von dieser Verdiinnung 


leem zur Analyse, wiedergefunden . . ... . . 41,248mg Cholin 

ie om - nat nee ig ; 1,255 ,, 99 
les Gees 5 a WH we 4 2 ‘ 

Dieselbe Lésung, 1: 10 verdiinnt. Von dieser Lésung 

leem zur Analyse, wiedergefunden ..... . . 0,620 mg Cholin 

.. < os aa 0,629 ,, * 
I ew vg ae a 

0,5 cem + 0,5 ccm Wasser zur Analyse, wiedergef. . 0,308 ,, - 

O6 a *OS . se re vs bs > See so 
Ces GOREN GE SS oe oe ow SR os 

0,1 cem + 0,9 cem Wasser zur Analyse, wiedergef. . 61,9 y Cholin 

0,1 , +969 ,, sa i ‘a ms . . 63,0 i 
ee? ns 

Dieselbe Lésung, 1: 100 verdiinnt. Von dieser Lésung 

1 cem zur Analyse, wiedergefunden ..... . 59 yCholin 

] os ie am os Serer °C eee 

0,5 ,, + 0,5cem Wasser zur Analyse, wiedergef. . 29,5y  ,, 

“as-, +08; a os - a mS? «4 

O28 i AT ow ve rs a es - LUi4y7 

03. +81.» itecite " mi eo ene 

0,1 , +£9,9 ,, eF ~ ms a ew 

RE i + ee oa os J ~ . ay > 


Physikalisch-chemische Bestimmungen. 


I. Léslichkeit des Cholins und des Cholinchlorids in verschiedenen 
Lésungsmitteln. 


Zu diesen Bestimmungen benutzten wir Cholinum purum von 
Merck und Cholinum chloratum von Kahlbaum. 


Cholin lést sich auBerordentlich leicht in Wasser, Athylalkohol, Methyl- 
alkohol und Formaldehyd; schwerer léslich ist es in Aceton und Chloroform. 
Unléslich ist es in Ather, Schwefelkohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, 
Petrolither, Benzol und Toluol. Die Léslichkeit des Cholins im wasser- 
freien Aceton betragt 18 mg in 100cem. Diese maximale Léslichkeit wird 
jedoch erst nach 24stiindigem Stehen erreicht, walLrend beim einfachen 
Durchschiitteln 10 ccm wasserfreies Aceton nur 0,8 mg Cholin und nach 
Istiindigem Stehen erst 1,1 mg Cholin lésen. 

Etwas gréBer ist die Léslichkeit in Chloroform. 10ccm wasserfreies 
Chloroform lésen beim einmaligen Durchschiitteln 1,1 mg Cholin, nach 
lstiindigem Stehen 1,7 mg Cholin und nach 24stiindigem Stehen 2 mg 
Cholin, so daB also die Léslichkeit des Cholins in Chloroform 20 mg in 100 cem 
betrigt. Die Auflésung des Cholins geht auBerdem in Chloroform schneller 
vonstatten als in Aceton. 

Cholinchlorid lést sich sehr leicht in Wasser (es ist sogar hygroskopisch), 
Athylalkohol, Methylalkohol, Formaldehyd; etwas weniger leicht, aber 
doch erheblich leichter als das Cholin, lést es sich in Aceton, Chloroform 
und Tetrachlorkohlenstoff. Unléslich ist es in Ather, Schwefelkohlenstoff, 
Petrolaither, Benzol und Toluol. 
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II. Vergleichende Léslichkeitsbestimmungen von Cholinperjodid und 
freiem Jod. 


In allen organischen Lésungsmitteln, in denen das Jod léslich 
ist, ist auch Cholinperjodid spielend leicht léslich. | Unterschiede 
konnten sich nur gegentiber der Léslichkeit in Wasser und wisserigen 
Salzlésungen, insbesondere bei tiefen Temperaturen ergeben. 








Jod cjodid léslich in bei Temperatur 
+ kaum Wasser 0°, — 1° 
+ + LiCl unter ()° 
+ +? 6% NaCl — 6° 
= — KCl unter 0° 
+ +? 33% MgCl, -- 9? 

- — 20% CaCly — 6°, — 9? 
+ 4 20%, CaCl, + 13° 
+ + SrCl, unter 0° 
+ +? Mg5S0,, gesittigt — 3° 

> - 1% NaJ — 6° 

a 20% CaCl, + 1% NaJ — 6° 


Uber 0° sind sowohl freies Jod wie Cholinperjodid in allen an- 
gewandten wasserigen Salzlésungen léslich. Bei — 6° lést die Natrium- 
chloridlésung ebenso wie die beiden Magnesiumsalzlésungen das Cholin- 
perjodid weniger leicht als das Jod. Aus diesem Grunde sind in obiger 
tabellarischer Ubersicht die Pluszeichen mit einem Fragezeichen 
versehen. Die Calciumchloridlésung lést, wie aus der Ubersicht 
hervorgeht, iiber 0° beide Substanzen, unter 0° keine von beiden auf. 
Es hat jedoch keine die Léslichkeit hemmende Wirkung. wie aus dem 
Zusatz zu 1°,iger Natriumjodidlésung hervorgeht. Das Gemisch 
dieser beiden Salze list auch bei — 6° sowohl Jod als auch Cholin- 
perjodid auf. Eine selektive Léslichkeit kommt also wohl nur dem 
unterkiihlten Wasser zu. 


Die Léslichkeit wurde ermittelt, indem eine bestimmte Menge 
eines frisch dargestellten und bis zur Jodfreiheit mit Wasser von etwa 0 
gewaschenen Cholinperjodidniederschlages in dem einen Falle und 
eine entsprechende Menge elementaren, reinen Jods im anderen Falle 
mit 10 cem der betreffenden Salzlésung bei der angegebenen Temperatur 
10 Minuten unter mehrmaligem Umschiitteln stehenblieben, worauf 
in der vom Niederschlag abfiltrierten Lésung mit Starke das geliéste 
Jod bestimmt wurde. 

Ill. 


Die Léslichkeit des Cholinperjodids und des Jods in Barium- 
chloridlésung konnte auf die eben beschriebene Weise nicht gepriift 
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werden. Diese zeigte die merkwiirdige Eigenschaft, die Blauung 
der Starke durch Jod zu verhindern. Wieweit dieser Effekt von der 
gegenseitigen Konzentration der Bariumionen, des Jods und der Starke 
abhangig ist und worauf er beruht, bedarf noch weiterer eingehender 
Untersuchungen. Es kann jedoch jetzt schon gesagt werden, daB es 
bestimmt die Bariumionen sind, die die Blaufarbung der Starke durch 
Jod verhindern, da auch andere Bariumsalze denselben Effekt gaben, 
und da schon eine sehr geringe Konzentration der Bariumionen 
geniigt, um diese Erscheinung hervorzurufen. 


IV. Flichtigkeit des Cholins und seiner Verbindungen. 


Das Cholinperjodid ist so auBerordentlich fliichtig bzw. an der 
Luft zersetzlich, daB schon ein Stehen von wenigen Minuten an der 
Luft in trockenem Zustand geniigt, um es bei Zimmertemperatur 
zum Verdampfen zu bringen. Ebenso ist reines Cholin in freiem Zu- 
stande auBerordentlich leicht fliichtig. Cholinchlorid hingegen ist 
so hygroskopisch, daB es, an der Luft liegengelassen, sofort Wasser 
anzieht, wodurch sich die Fliichtigkeit vermindert, da der Verteilungs- 
koeffizient Wasser durch Luft groB ist. Dieser Verteilungskoeffizient 
gilt nicht nur fiir Cholinchlorid, sondern ebenso fiir reines Cholin. 
Daher verdampft auch beim Eindampfen wasseriger Lésungen von 
Cholinchlorid und Cholin, besonders wenn diese ziemlich konzentriert 
sind, wenig Cholin, so daB die prozentualen Verluste beim Eindampfen 
konzentrierterer Lésungen verhaltnismaBbig gering sind, wahrend beim 
Eindampfen sehr verdiinnter Cholinlésungen oder Cholinchlorid- 
lésungen fast alles Cholin verlorengeht, wie die folgenden Versuche 
zeigen. 


Versuch 47. 216 mg Cholinchlorid, entsprechend 166mg _ Cholin, 
wurden in 100 cem Wasser gelést. Von dieser Lésung wurde 1 cem + 40 ccm 
Wasser in einer Porzellanschale auf 0,5ccm eingedampft, dann in ein 
Zentrifugenglas gespiilt, auf 1 ccm aufgefiillt und ergab bei der Bestimmung 
1,58 mg Cholin. 

leem in einer Porzellanschale auf 0,5ccm eingedampft, weiter be- 
handelt wie eben, ergab 1,64 mg Cholin. 

Also entstanden durch das Eindampfen 4°, Verlust, was noch beinahe 
innerhalb der Fehlergrenze liegt. 

Versuch 46. 55 mg Cholin wurden in 100 ccm Wasser gelést. Von 
dieser Lésung wurden 

5cem + 40cem Wasser in einer Porzellanschale eingedampft bis 
auf 0,5cem, dann in ein Zentrifugenglas gespiilt, auf 1 ccm aufgefiillt 
und ergab bei der Bestimmung 2,48 mg Cholin. 


5ccm in einer Porzellanschale auf 0,5ccm eingedampft, weiter be- 
handelt wie eben, ergaben 2,70 mg Cholin. 








ve 











_ 
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Es entstand also ein Verlust von 10°. Der Verlust ist also beim reinen 
Cholin etwas gréBer als beim Cholinchlorid, spielt jedoch auch hier bei 
diesen Mengen von | bis 2 mg keine wesentliche Rolle. 

Versuch 81. 36,4 mg Cholin wurden in 100 ccm Wasser gelést. Von 
dieser Lésung wurde 

lcem analysiert und ergab 364y Cholin. 

10ccm wurden in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad zur 
Trockne gedampft und dann in 10ccem Wasser gelést. Von dieser Lésung 

lecm analysiert, ergab 335 y Cholin 
hs < » SEsy 4 

Versuch 8la. Von der Stammlésung 81 wurde l1cem mit Wasser 

auf 50 ccm aufgefiillt. Von dieser Verdiinnung 
leem zur Analyse, ergab 7,2 y Cholin 
oe - » GOy ww 

10ccm wurden in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad zur 
Trockne gedampft und dann in 10 cem Wasser gelést. Von dieser Lésung 

l ccm analysiert, ergab unter 1 y Cholin 
Ds * » kein Cholin 

Dampft man also eine Cholinlésung von noch tiber 300y im 
Kubikzentimeter sogar bis zur Trockne, so tritt doch auch hier nur 
ein Verlust von etwa 10°, ein, d.h. es verdampfen ungefahr 25 y. 
Dampft man daher, wie Versuch 8la lehrt, eine Cholinlésung, die im 
ganzen nur ungefahr 7y Cholin im Kubikzentimeter enthalt, zur 
Trockne, so findet man nachher kein Cholin wieder. 

Wiederholt man die Versuche unter Anwendung eines Eindampfens 
im Vakuum, bei einem Druck von etwa 300mm Quecksilber, was 
einem Siedepunkt des Wassers von etwa 70° entspricht, so sind die 
Ergebnisse fiir konzentrierte Lésungen zwar etwas giinstiger, fiir ganz 
verdiinnte Lésungen jedoch sind die Verluste immer noch so groB, 
daB man das Eindampfen bei der quantitativen Bestimmung des Cholins 
in geringen Mengen nicht benutzen kann. Dies lehrt der 

Versuch 82. Von der Stammlésung des Versuchs 81 wurden 10 ccm 
im Vakuum destilliert, bis der Riickstand auf etwa 0,5ccm eingedampft 
war. Der Riickstand wurde in 10ccm Wasser gelést und hiervon kam 

leem zur Analyse und ergab 359 y 


So. « *” - » 355 y, also kaum Verlust 
1 ,, vom Destillat ,, - 4,5y 
1 ” ” ” ” ” 5 Y 


Versuch 82a. 10ccm der Stammlésung 81 mit Wasser auf 100 ccm 
verdiinnt, hiervon kam 
leem zur Analyse und ergab 36,0 y 
1 ” ” ” ” ” 35,5 yd 


leem im Zentrifugenglas im Wasserbad im Vakuum zur Trockne 
gedampft + l1cem Wasser analysiert, ergab 15,4, 1 ccm ebenso behandelt, 
ergab 17,3y, leem + 1 Tropfen verdiinnter Salzséure, sonst ebenso be- 
handelt, ergab 19,3 y, 1 cem ebenso behandelt, ergab 18,0 y. 


15* 
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Das Cholinchlorid verhaJt sich also ebenso wie das freie Cholin. 
Es entsteht durch das Eindampfen im Vakuum also in beiden Fallen 
bei sehr kleinen Cholinmengen ein Verlust von etwa 50°). 


V. EinjluB der Warme auf Cholin und Cholinlésungen. 

Durch Erwarmen bis auf 70° im leicht geschlossenen GefaB werden 
Cholinlésungen ebensowenig zersetzt wie Cholinchloridlésungen, wie 
die folgenden Versuche zeigen: 

Versuch 90. 160mg Cholinum purum wurden in 100ccm Wasser 


gelést und hiervon eine Verdiinnung 1:10 mit Wasser hergestellt. Von 
dieser Verdiinnung wurde 


1 cem 1 Stunde bei Zimmertemp. stehengelassen und ergab 160 Cholin 


1 ” 1 ” ” ” .” ” ” 159 yY ” 
5 sg ¥ im Wasserbad b. 70° os we om yy ss 
1 ’° 1 ’° ’° ”? ’° 70° ’? ’”> > 161 y ’? 


Versuch 90a. 37,8 mg Cholinchlorid, entsprechend 29,5 mg Cholin, 
wurden in 100cem Wasser gelést. Von dieser Lésung wurde 
1 cem 1 Stunde bei Zimmertemp. stehengelassen und ergab 293 y Cholin 


1 ” 1 ” ” ” ” ” ” 295 Y °° 
ee ss im Wasserbad b. 70° a ne gs: See se 
1 ” 1 ” ” ” or 70° ” ” 287 yY 9° 


Versuch 91. Lésung 90 wurde im Verhialtnis 1:10 verdiinnt. Von 
dieser Verdiinnung wurde 
1 cem 1 Stunde bei Zimmertemp. stehengelassen und ergab 16,1 y Cholin 


] 9 1 ’° ”” °° ’”” ’° s> 15,4 Y 9? 
Rea 2 ai im Wasserbad b. 70° ~ om pe ES: Se 
] ” 1 ” ° ” 9° 70° :> ” ” 15,0 bd 9 


Versuch 9la. Lésung 90a, im Verhaltnis 1: 10 verdiinnt. Von dieser 
Verdiinnung wurde 
1 cem 1 Stunde bei Zimmertemp. stehengelassen und ergab 29,4 y Cholin 


l ” 1 ry ” .” ” ” ” 28,2 Y oy 
Rou <a ‘i im Wasserbad b. 70° ia i oy ee te 
1 ” 1 ’° ”? 99 . 70° 9. ” ”? 28,2 y ° 


Reines, trockenes Cholin ist jedoch fiir Wirme auf erordentlich 
empfindlich. Erhitzt man reines Cholin sogar im Vakuum von 300 mm 
Quecksilber, so schaumt es bei 40° auf und zersetzt sich, wie man auch 
durch einen intensiven Geruch nach Trimethylamin erkennen kann. 


VI. EinfluB der sichtbaren und der ultravioletten Strahlen. 


Da sich Cholinlésungen sehr schnell zersetzen, dachten wir auch 
an eine Einwirkung des Lichtes. Um nun diese Méglichkeit naher 
zu untersuchen, belichteten wir zunachst Cholinlésungen und Cholin- 
chloridlésungen mit einer innen mattierten Osramlampe — Vitalux- 
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lampe mit Reflektor von etwa 1400 Hefner-Lux — in einem Abstand 
von 60cm 1 Stunde lang. Um Warmestrahlen auszuschalten, befand 
sich unmittelbar vor den Zentrifugenglasern mit den Lésungen ein 
annahernd planparalleler Glastrog von 10cm Gesamtbreite und 
6cm lichter Weite, durch den kaltes Wasser hindurchflob. Von den 
Zentrifugenglasern wurde die Halfte in mattes Stanniol gewickelt, 
um sie vor der Einwirkung des Lichtes zu schiitzen, jedoch als Kontroll- 
proben bei denselben tibrigen Bedingungen ebenso lange aufzubewahren. 
Die Temperatur betrug 25°. Wie die folgenden Versuche ergeben, 
hatten die sichtbaren Strahlen keine Einwirkung. 

Versuch 87. Von einer Cholinlésung, die 170y im Kubikzentimeter 


enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 170 y Cholin 


l ” ] ” ” ” 170 v ” 
bao J eo bestrahlt l64y ,, 
1 9? ] ’° ’” 167 Y .- 


Versuch 87a. Von einer Cholinchloridlésung, die 343 y Cholin in 1 cem 
enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 344 y Cholin 
ia“ 2 . * i 338y _ ,, 
Boas ar bestrahlt 335 y Pe, 
eo fae ke 336y 


Versuch 89. Von einer Cholinlésung, die 29,5 y im Kubikzentimeter 
enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 29,5 y Cholin 


1 ” 1 ” ” ” 29,5 Y 9° 
a one | " bestrablt 28,2y 55 
1 ” 1 ” ” 29,0 Y ” 


Versuch 89a. Von einer Cholinchloridlésung, die 21,5 y im Kubik- 
zentimeter enthielt, ergab 


leem 1 Stunde im Dunkeln 21,5 y Cholin 


1 ” 1 ” ” ” 21,6 r 4 
ia fe _ bestrahlt 23,47 
1 ” 1 ” ” 26,6 Y ” 


' 


Um den Einflu8 der ultravioletten Strahlen auf die Cholin- und 
Cholinchloridlésungen zu priifen, machten wir dieselben Versuche 
unter Bestrahlung mit einer Quarzquecksilberlampe bei einer Spannung 
von 140 Volt und 4 Amp. in einem Abstand von 10cm Entfernung. 
Die Temperatur betrug dieses Mal 31° und die Lésungen befanden 
sich in kleinen Quarzzentrifugenrohren. Die Dunkelproben waren 
wieder mit Stanniol umwickelt. Wie die folgenden Versuche ergeben, 
konnte keine Einwirkung der ultravioletten Strahlen festgestellt 
werden. 
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Versuch 92. Von einer Cholinlésung, die 336y Cholin im Kubik- 
zentimeter enthielt, ergab 


leem 1 Stunde im Dunkeln 336 y Cholin 


Lo» tI * ” % 33ly =; 
bo» 2 »  bentoshie 332y =, 
ee ee si 335y =, 


Versuch 92a. Von einer Cholinchloridlésung, die 430y Cholin im 
Kubikzentimeter enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 430 y Cholin 


pe Re ” ” 423y ,, 
ee rm bestrahlt 426 y 
. oo Pe . 429 y 


Versuch 93. Von einer Cholinlésung, die 32,2 y Cholin im Kubik- 
zentimeter enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 32,4 y Cholin 
es eae ‘i i 32,4Y 45 
Beg sa bestrahlt 32,4 4 
uc ee ms 32,4y ,, 





Versuch 93a. Von einer Cholinchloridlésung, die 24,1 y Cholin im 
Kubikzentimeter enthielt, ergab 
leem 1 Stunde im Dunkeln 24,2 y Cholin 
P were ro - ‘i 23,9y + 
Bag ue Pe bestrahlt 23,5 4, 
Ripe SD ‘o Me 24,0y ,, 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode angegeben, die es gestattet, Cholin in 
Lésungen in einem Bereich von 5y bis zu 5 mg mit einer maximalen 
Fehlerbreite von + 5 °,, auf chemischem Wege quantitativ zu bestimmen. 
Die Bestimmung beruht auf einer Fillung des Cholins mit Jod als 
Cholinperjodid und nachheriger titrimetrischer Bestimmung des Jods 
mit Natriumthiosulfat. 

2. Es wird die Léslichkeit des Cholins und des Cholinchlorids 
in verschiedenen Lésungsmitteln bestimmt. 

3. Es wird die Léslichkeit des Cholinperjodids und des elemen- 
taren Jods in verschiedenen Salzlésungen, insbesondere bei tiefen 
Temperaturen, bestimmt. Dabei wird festgestellt, da8 Bariumionen 
die Blaufarbung der Starke durch Jod in Lésungen verhindern. 

4. Es wird festgestellt, daB beim Eindampfen von Cholinlésungen 
Verluste entstehen, die zwar bei verhaltnismaBig groBen Cholinmengen 
(0,3 mg und mehr) nur bis zu héchstens 10°,, ausmachen, bei kleineren 
Cholinmengen jedoch bis zu 100°, betragen kénnen. Beim Eindampfen 
im Vakuum entstehen geringere Verluste. 
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5. Es wird festgestellt, daB Cholin- und Cholinchloridlésungen 
durch erhéhte Temperatur bis zu 70° nicht beeinfluBt werden, wihrend 
reines, trockenes Cholin sich schon bei 40° selbst im Vakuum zersetzt. 

6. Es wird festgestellt, daB weder weiBes Licht noch ultraviolette 
Strahlen auf Cholin- oder Cholinchloridlésungen einwirken. 
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Zuckeroxydationen und -zersetzungen. 


VIII. Mitteilung: 
Uber die Milchsiurebildung aus Zuckerarten und verwandten Stoffen. 


Von 
K. Bernhauer und H. Wolf. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1930.) 


Im AnschluB an eine friihere Mitteilung!, in der vornehmlich 
die Umwandlung des Rohrzuckers in Milchsiure untersucht wurde, 
soll hier iiber die Milchsdurebildung aus verschiedenen Zuckerarten 
und verwandten Stoffen bet hiherer Temperatur (unter Druck) berichtet 
werden. 


Es wurde zunachst festgestellt, daB Kalk fiir die Milchséurebildung 
aus Rohrzucker unter den gewahlten Versuchsbedingungen besonders 
geeignet ist; denn weder mittels Natronlauge noch mittels Barythydrat 
konnten im Durchschnitt so hohe Ausbeuten erzielt werden. Dies 
steht auch in Ubereinstimmung mit den von Windisch, Kolbach und 
Ruckdeschel? unter anderen Versuchsbedingungen gewonnenen Er- 
fahrungen. 


Weiterhin zeigte der Vergleich verschiedener Zuckerarten in 
Bestiitigung der friiher gewonnenen Ergebnisse, daf unter den ein- 
gehaltenen Versuchsbedingungen (also bei Verwendung relativ ver- 
diinnter Lésungen) nur Rohrzucker selbst hohe Ausbeuten an Milch- 
siure ergibt. Die aus verschiedenen Zuckerarten und verwandten 
"Stoffen erhaltenen Milchsiuremengen, ausgedriickt in Prozenten 
des verwendeten Zuckers usw., gehen aus folgender Ubersicht hervor: 


1 H. Wolf, diese Zeitschr. 210, 458, 1929. 
2 Wochenschr. f. Brauerei 44, 441, 1927. 
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Tabelle I. 
2° gig 5° /oig 
Angewandte Zuckerart usw. Ausbeute an Milchsiure 
0 0 
|. ee eres 65,5 67,5 
Co 25,5 27,1 
_.... Ree ee ere 29,5 32,3 
a ae are 27,2 25,1 
Nd igs Fo gk ee ie . 28 
MND AS 168... 8-1 es 27,2 
Milshamtet =. bs oi we 34,6 
oo eee — 26,3 
Methylglyoxal ....... 41,6 
Isosaccharinsaure. .... . 24,1 
1,3 gig 
a-Methylglucosid. . .... 17,7 
8-Methylglucosid. . .... 19,2 
y-Methylglucosid . ..... 43,4 


In analoger Weise wie sich der Rohrzucker wegen des Besitzes 
einer labilen Zuckerform im Molekiil hinsichtlich der Milchsaéurebildung 
dem Invertzucker und anderen Zuckerarten weitaus iiberlegen erwies, 
ergab auch in Ubereinstimmung mit der Theorie! das von der labilen 
Glucoseform ableitbare y-Methylglucosid eine weitaus héhere Milch- 
siureausbeute als die beiden von der normalen Glucose ableitbaren 
Methylglucoside. Ein Vergleich der Milchsiureausbeuten aus Rohr- 
zucker und Invertzucker einerseits und der Durchschnittsausbeute 
aus a- und B-Methylglucosid mit der aus dem y-Methylglucosid anderer- 
seits zeigt, dab jeweils die aus dem Invertzucker bzw. den n-Methyl- 
glucosiden erhaltene Milchséureausbeute in beiden Fiillen etwa 40°, 
der aus Rohrzucker bzw. y-Methylglucosid gewonnenen ausmacht. 
Die Ausbeute aus dem y-Methylglucosid dirfte jedoch noch weit héher 
sein, wenn man von einem reinen Produkt ausgeht. Denn der bei diesem 
Versuch verwendete Rohsirup enthielt wohl neben sonstigen Ver- 
unreinigungen noch etwas unverinderte Glucose sowie die beiden 
n-Methylglucoside. Weitere Versuche iiber den Abbau des y-Methyl- 
glucosides in verschiedener Richtung sind im Gange. 


s 
Weiterhin ist auffallend die geringe Ausbeute aus der Triose 
Dioxyaceton. Dies ist wohl nur in der Weise erklarlich, daB dieselbe, 


1 K. Bernhauer, diese Zeitschr. 210, 175, 1929. 
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wenigstens zum Teil, zunachst zu einer Hexose kondensiert wird!, die 
dann ahnlich wie Glucose oder Fructose auch andere Umwandlungs- 
produkte als nur Milchsaure liefert. DaB auch Methylglyoxal keine 
quantitative Ausbeute an Milchséure ergab, ist dadurch erklarlich, 
daB unter den eingehaltenen Versuchsbedingungen wahrscheinlich 
eine teilweise Riickverwandlung in Triosen und derselben in Hexosen 
erfolgt; denn es konnte in der vorangehenden Mitteilung? gezeigt 
werden, daB diese Riickverwandlung sehr leicht stattfinden kann. 
Es ist dabei auch zu bedenken, da anfangs, wihrend des Anheizens 
des Autoklaven, viel mildere Versuchsbedingungen herrschen, die 
recht wohl zunachst die Bildung von Hexosen bedingen kénnen. 

Jeiterhin fand bei den Methylglyoxalversuchen starke Verharzung 
statt, und bei niedrigerer Temperatur (105°) stieg die Ausbeute an Milch- 
siure auf fast 60%. 


Ein Versuch mit Jsosaccharinsdure zeigte, daB auch diese erhebliche 
Mengen an Milchsaéure ergibt, und zwar nur etwas weniger als Glucose 
oder Fructose. Der Reaktionsverlauf ist hierbei nicht ohne weiteres 
klar, wie die Betrachtung der Formel 

OH 
CH,OH.CHOH.CH,.C.COOH 
CH,OH 


ergibt, und kénnte nur durch eine eingehendere Untersuchung auf- 
geklart werden. 


In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dab Hermann und 
Tollens* die Milchséurebildung aus Saccharin durch Erhitzen desselben 
mit Kaliumhydroxyd neben der Bildung von Ameisenséure feststellen 
konnten, woran sie die Anschauung kniipften, da Saccharin als Zwischen- 
produkt bei der Umwandlung von Glucose in Milchséure angesehen werden 
kénne. Bei diesem Kérper (bzw. bei der entsprechenden Saure) ist die 
Bildung der Milchséure weit einfacher erklarlich : 


COOH—HO.C.CH,—-CHOH—CHOH—CH,0OH 
— COOH—CHOH.CH, CHO—CHOH—CH,OH 
Der gemaéB diesem Schema gebildete Glycerinaldehyd kénnte u. a. 
auch zur Bildung von Ameisenséure Anlafi geben. 


Das Studium des Abbaues der Glykosaccharinsdéure sowie der 
anderen Saccharinsdéuren soll der eingehenderen Untersuchung in 
verschiedener Richtung unter Beriicksichtigung der quantitativen 


= a aay 


1 Die leichte Umwandelbarkeit von Triosen in Hexosen in Gegenwart 
von Alkalien ist bekannt; s. auch FuBnote 2. 

2 K. Bernhauer und B. Gérlich, diese Zeitschr. 212, 452, 1929. 

3’ B. 18, 1335, 1885. 
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Verhaltnisse vorbehalten bleiben. Jedenfalls scheint es durchaus 
im Bereich der Méglichkeit zu liegen, daB bei der Milchsiurebildung 
aus den stabilen Zuckerarten Saccharinsduren Mittelglieder vorstellen 
kénnen und daB der Weg der Milchsaurebildung durchaus nicht immer 
iiber die primare Spaltung des Zuckermolekiils in C,-Ketten fiihren 
muB?. Gerade nur bei der Spaltung der labilen Zuckermodifikationen 
diirfte dieser Weg, also der sofortige Zerfall in C,-Ketten, der wahr- 
scheinlichere sein, da in diesem Falle die Reaktion sehr glatt zu ver- 
laufen scheint. Die angedeuteten weiteren Untersuchungen miissen 
erst zeigen, ob tatsachlich prinzipielle Verschiedenheiten im primaren 
Abbau der ,,stabilen‘‘ Zuckerarten gegeniiber den ,,labilen‘‘ bestehen. 
Vorlaufig 1aBt sich daher noch nichts Endgiiltiges iiber den Reaktions- 
verlauf bei der Milchsaiurebildung aus Zuckerarten durch Alkali- 
wirkung sagen. : 


Experimentelles. 
(Mit W. Heinzl.) 


Hinsichtlich aller methodischen Fragen kann auf die frithere Mitteilung ? 
verwiesen werden. Die Durchfiihrung der Versuche und deren Aufarbeitung 
erfolgte in ganz gleicher Weise wie dort*. 


1. Einwirkung verschiedener Alkalien auf Rohrzucker. 


Neben Kalk wurde hier die Milchséurebildung aus Rohrzucker durch 
Einwirkung von Natronlauge und Barythydrat untersucht. Es wurden 
jeweils Versuche in 2- und 5°%iger Lésung durchgefiihrt und 1 oder 3 Mol 
Alkali verwendet (s. Tabelle II). Alle Versuche wurden bei 197° und sieben- 
stiindiger Versuchsdauer durchgefiihrt. 


Die Einwirkung von Natronlauge oder Barythydrat ergibt demnach 
in der Regel eine etwas geringere Ausbeute an Milchsiure. Wahrend 
bei Verwendung von Kalk oder Natriumhydroxyd deren molare Menge 
keinen wesentlichen Unterschied in der Milchséureausbeute bedingte, 
ergaben die Versuche mit Barythydrat in Abhangigkeit von der an- 
gewendeten molaren Menge wesentliche Differenzen, indem bei An- 


1 In diesem Zusammenhange sei darauf hingewiesen, daB auch die 
durch F. Fischler (Zeitschr. f. ang. Chem. 42, 682, 1929) beim Versetzen 
einer Glucoselésung mit starker Kalilauge und Uberschichten mit Jodjod- 
kalilésung beobachtete Jodoformbildung nicht unbedingt auf die Bildung 
von Methylglyoxal zuriickgefiihrt werden muB, sondern daB auch die 
Bildung von Saccharinséure hierfiir wenigstens zum Teil verantwortlich 
sein kénnte, da diese nach Hermann und Tollens (1. c.) auch Jodoform gibt. 

* 1.6. 

8 Wieweit bei der angewendeten Methode der Milchséiurebestimmung 
nach Scebereny die Essigséurebildung aus eventuell auch gebildeter bzw. 
noch vorhandener Saccharinséure die Analysenwerte fiir Milchséure be- 
einflussen kénnte, muB noch festgestellt werden. 
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Tabelle II. 





Versuchsnummer 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Aikeli. 2 cos Calciumoxyd Tih Natriumhydroxyd Barythydrat 
a ae ee l 3 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3 
Zuckerkonzentr. 5° pig 2° /oig ; 5° je 2° »ig 5° pig 29/,ig : 


Milchsaure 
(nach Sce- 
bereny), % . |67,5 70,5 65,5 |68,5 56,8 57 59,2.59,1 44,2 64,2 45,4 66,5 


Ameisensaure, 

ES ee 1,86 2,02 1,24) 2,11) 2,86) 2,9) 3,6 3,97) 1,12; 3,26, 0 | 3,38 
wendung von | Mol nur 45°, Milchsaéure erhalten wurden, bei 3 Mol 
dagegen 66°. Dieses Ergebnis erklart auch die hohe Ausbeute in den 
Versuchen Schiitzenbergers! mit Barythydrat, der noch gréBere Mengen 
desselben anwendete. 


2. Vergleich verschiedener Zuckerarten. 


Zur Ergaénzung der friiheren Ergebnisse wurden hier noch einige Ver- 
suche mit Invertzucker sowie Glucose und Fructose durchgefiihrt, und 
weiterhin wurden noch Galaktose, Maltose und Milcechzucker zur Unter- 
suchung herangezogen. Diese Versuche wurden stets bei 197° und sieben- 
stiindiger Versuchsdauer vorgenommen. Die sonstige Versuchsanordnung 
und die Ergebnisse sind aus Tabelle III ersichtlich. 


Tabelle III. 





Versuchsnummer 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

Zuckerart. . . | Rohr-|Glu- Frue- Invert- Mal-|Galak- Mileh-| Rohr- Glu-|Fruc-  Invert- 
| zucker| cose tose zucker tose’ tose | zucker zucker cose} tose | zucker 

Zuckerkonzentr. 5° /oig 2°/oig 

Kalkmenge .. . 2 Mol 1 Mol 

Milchsaure 


(nach Sce- 
bereny), % . 70,5 33,8 35,1 | 34,6 27, 

Milchsaure 
(nach Fiirth), 
Oo 


to 


28,0 34,6 | 65,5 29,5 27,2) 25,5 


/o + . « » I 78,3 (84,7) 34 34. 26.2 — — - _—_i— — 
Ameisensaure, 
> 2,3 | 4,9 56) 55) 45) 42) 483 12 | 38 40; 3,7 


Beim Vergleich einiger Zucker bei 165° wurden aéhnliche Zahlen er- 
halten. Wie aus der Tabelle ersichtlich, wird nur Rohrzucker in hohem 
Ausma8 in Milchséure umgewandelt. Die Charakterisierung der Milchséure 
erfolgte wie bisher mit Hilfe ihres Zinksalzes. 


' Bull. 25, 289, 1876. 
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3. Vergleich der Methylglucoside. 


Die Darstellung des a- und f-Methylglucosids erfolgte nach der Vor- 
schrift von EH. Fischer’. Zur Darstellung des y-Methylzlucosids kniipften 
wir an die Erfahrungen von E. Fischer® sowie die neuere Arbeit von R. Kuhn 
und 7. Wagner-Jauregg* an. Die Extraktion des y-Methylglucosids wurde 
wie in dieser Arbeit durch Auskochen mit Essigester vorgenommen. Aus 
20g Glucose wurden 2,63g noch unreiner, dunkel gefarbter y-Methyl- 
glucosidsirup erhalten. Auf eine weitere Reinigung wurde zunichst ver- 
zichtet, da hier vorlaufig nur das prinzipielle Verhalten bei der Milchséure- 
bildung festgestellt werden sollte. Die erhaltenen Ergebnisse gehen aus 
Tabelle [IV hervor. Die Versuche wurden mit je 2,63 g Substanz (1,3) 
bei 197° vorgenommen, Versuchsdauer 7 Stunden. In Verwendung kam 
1 Mol Calciumoxyd. 





Tabelle IV. 
Vereuchamummer .. +s ccc cee 24 25 26 
OO See a ee a B } 
a Se RI secs ko 0,15 0,19 0,32 
Milchsaure, berechnet, % .. . 26.5 32,6 56,4 
Milchsaure (nach Scebereny), °% 17,7 19,2 43,4 
Asneiownsiars, % ..« 6 2 ss 2,8 5,0 Spur 


4. Milchsdurebildung aus Zwischen- (oder Neben-) Produkten. 


Es wurde hier einerseits von Dioxyaceton sowie Methylglyoxal aus- 
gegangen und andererseits von einer Saccharinséure, um festzustellen, in 
welchem Ausma diese Stoffe, die als Zwischen- bzw. Nebenprodukte bei 
der Einwirkung von Alkalien auf Zuckerarten entstehen kénnen, unter 
den angewendeten Versuchsbedingungen in Milchséure iiberfiihrbar sind. 
Als Dioxyacetonpréparat wurde Oxantin (Héchst) verwendet; die Her- 
stellung der Methylglyoxallésungen erfolgte in analoger Weise wie in einer 
friiheren Mitteilung beschrieben*, aus Dioxyacetonsirup, der durch Ein- 
wirkung von Bacterium xylinum auf Glycerin erhalten worden war®. 
Das Methylglyoxal kam zumeist in 2° iger Lésung in Anwendung, das 
Dioxyaceton in 5 %iger Lésung. Von den Saccharinséuren wurde zuniéchst 
die am einfachsten darstellbare Isosaccharinséure verwendet, die in be- 
kannter Weise* aus Milchzucker hergestellt und als Ca-Salz angewendet 
wurde. Die Versuche wurden stets mit siebenstiindiger Versuchsdauer 
vorgenommen und die verwendete Substanz in je 200ccm Wasser gelést. 


B. 28, 1151, 1895. 

B. 47, 1985, 1914. 

H. 168, 109, 1927. 

K. Bernhauer und B. Gorlich, 1. c. 

K. Bernhauer und K. Schén, H. 177, 107, 1928. 
Kiliani und Loeffler, B. 37, 1196, 1904. 


ene. 8 w 








238 K. Bernhauer u. H. Wolf: 


Alles sonstige ist aus Tabelle V ersichtlich. Zur Abscheidung und Charak - 
terisierung der Milchséure diente deren Zinksalz. 




















Tabelle V. 
Versuchsnummer ..... 27 28 29 30 31 32 33 
Verwendete Substanz. . . Dioxyaceton } Methylglyoxal Isosaccharin, Ca 
Konzentration, ig . wae 5 | 2 2,1 ' ; - 
as 1 | 32 I 1 0 1 | 1 
Temperatur.....+... || 165° 197° | 1050 1970 
—— — a — — — = — ——<—— 
Milchsiure (nach Sce- | 
bereny), % . . « # 25,38 | 26,8 | 36,7 | 41,6 34,3 59.9 24,1 
. 4 | 7 » 
Ameisensaure, %. . | 5,8 5,1 | 64] 0 | 22) 46 1,0 
Zusammenfassung. 


In Erganzung friiher gewonnener Ergebnisse wurde festgestellt, 
daB bei der Einwirkung von Kalk auf verschiedene Zuckerarten unter 
Druck nur gerade Rohrzucker hohe Ausbeuten an Milchsiure liefert, 
wahrend Invertzucker, Glucose, Fructose, Galaktose, Maltose, Milch- 
zucker nur etwa ?/; der Ausbeute aus Rohrzucker ergaben. Ebenso 
lieferte y-Methylglucosid fast 21,mal soviel Milchsaéure als a- oder 
B-Methylglucosid. Diese Ergebnisse bilden eine weitere Bestatigung 
dafiir, da&8 Zuckerarten, die in ihrem Molekiil labile Formen enthalten, 
ein weitaus starkeres Vermégen zum. Zerfall in C,-Ketten bzw. Milch- 
siure besitzen. Weiterhin wurde ein Beitrag zur Milchsaurebildung 
aus Dioxyaceton, Methylglyoxal und Isosaccharinsiure  geliefert. 


Anhang 


zur Mitteilung von B. Bleyer und W. Braun: ,,Beitrag zur Kenntnis des 
oxydativen Abbaues der Glucose IV“?. 


Von 
K. Bernhauer. 


In einer fritheren Mitteilung konnten B. Bleyer und W. Braun? zeigen, 
dafi bei der Oxydation von Glucose mittels Chloramin unter bestimmten 
Bedingungen im Maximum 8 Aquivalente Sauerstoff pro Mol Glucose ver- 
braucht werden; diesen Befund deuteten die genannten Autoren damals 
in der Weise, da8 die Glucose einem quantitativen Zerfall in Essigséure 
und Kohlenséure unterliegt. Die Realisierung eines derartigen Vorganges 
ware zweifellos von groBer Bedeutung gewesen, da es damit gelungen ware, 
einen vollig einheitlichen Abbau der Glucose mit rein chemischen Mitteln 


1 Diese Zeitschr. 216, 224, 1929. 
2 Ebendaselbst 180, 105, 1927. 
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experimentell zu verwirklichen!. Die genannten Autoren erbrachten jedoch 
weder in der ersten Mitteilung noch in den nachfolgenden? einen Beweis 
fiir das tatsiéchliche Auftreten von Essigséure. Ich fiithlte mich daher 
veranlaBt, die Ergebnisse einer gemeinsam mit K. Schén durchgefiihrten 
Untersuchung iiber die in Frage stehende Reaktion zu veréffentlichen®. 
Hierbei konnten wir keine Spur von Essigséure auffinden, sondern als 
fliichtige Saéure nur Ameisenséure. Dadurch waren die durch Bleyer und 
Braun gemachten Schlu®Bfolgerungen als Irrtum erwiesen und zugleich 
sichergestellt, daB die Reaktion nicht in der von den genannten Autoren 
angenommenen Weise verlaufen kann. Dal bei unseren préparativen 
Versuchen etwas andere Bedingungen eingehalten wurden als bei den 
analytischen, vermag nichts am Endergebnis zu aéndern. Mit diesen Fest- 
stellungen verlor die in Frage stehende Reaktion zugleich ihre Bedeutsam- 
keit im Hinblick auf die Frage der Realisierung eines einheitlichen Abbaues 
der Glucose, der zu den biologischen Abbauvorgéngen in Parallele gestellt 
werden kénnte. 


Vor kurzem veréffentlichten nun die gleichen Autoren eine weitere 
Mitteilung* iiber diesen Gegenstand, worin sie in Ubereinstimmung mit 
unseren Ergebnissen bestaétigten, daB die Reaktion nicht in der von ihnen 
urspriinglich angenommenen Weise vor sich geht, indem sie gleichfalls 
feststellen konnten, dab ,,die Hauptmenge der mit Wasserdampf fliichtigen 
Saure Ameisenséure ist“*. Dali daneben auch ganz geringe Mengen Essig- 
séure vorhanden sein kénnen, haben wir selbst als ,,nicht unwahrscheinlich “ 
hingestellt. 


Weitgehende SchluSfolgerungen daraus ziehen zu wollen, daf im 
Maximalfall gerade 8 Aquivalente Chloramin pro Mol Glucose verbraucht 
werden kénnen, halte ich nicht fiir geniigend berechtigt, solange eine 
eingehende praéparative Untersuchung aussteht. Denn der Abbau der 
Glucose geht bei der Reaktion in alkalischer Lésung vor sich, und diese 
bewirkt bekanntlich zumeist sehr komplizierte Umwandlungs- und Zerfalls- 
prozesse. Der Verbrauch an Chloramin ist andererseits abhaéngig von 
der Resistenz der durch die verschiedene Alkaliwirkung jeweils gebildeten 
Substanzen. Zur Aufklarung des Reaktionsverlaufes ware daher auch unter 
anderem die Untersuchung des Verhaltens der Saccharinséiuren gegeniiber 
Chloramin erforderlich. 


Hinsichtlich der Bemerkungen, die Bleyer und Braun au unseren 
analytischen Versuchen machen, méchte ich nur darauf hinweisen, dab 


1 Die einzige bisherige Andeutung fiir einen véllig einheitlichen Zerfall 
von Zucker scheint bei der Milchséurebildung aus Rohrzucker vorzuliegen ; 
aus den experimentellen Befunden von H. Wolf (diese Zeitschr. 210, 458, 
1929) habe ich den Schlu8 gezogen, daB die im Rohrazucker vorhandene 
Fructose einer quantitativen Umwandlung in Milchséiure zu unterliegen 
scheint (diese Zeitschr. 210, 175, 1929). Dabei handelt es sich aber um 
eine labile Zuckermodifikation (s. hierzu auch vorliegende Mitteilung). 
Damit ist auch der Weg vorgezeichnet, auf dem es gelingen kann, zu Modellen 
des Zuckerabbaues zu gelangen, die in ihrem Chemismus mit biologischen 
Vorgangen vergleichbar sein kénnen. 

2 Diese Zeitschr. 188, 310, 1927; 199, 186, 1928. 

8 Ebendaselbst 202, 159, 1928. 


‘lo. 
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die Angabe iiber ,,20 Aquivalente‘ Chloramin pro Mol Glucose in unserer 
Versuchsreihe 4 vollkommen richtig ist; denn wie aus dieser Angabe leicht 
ermittelt werden kann, kamen hierbei 5ccm m/100 Glucoselésung in An- 
wendung. Auch die ,,Angabe wichtiger Versuchsbedingungen, namlich 
der angewendeten Kubikzentimeter n/10 Chloramin“ fehlt nicht, sondern 
diese Angabe befindet sich am Kopf der Tabelle. Unsere analytischen 
Befunde bleiben daher unangreifbar. Zur Erklarung der Differenzen 
zwischen den analytischen Ergebnissen der genannten Autoren und unseren 
méchte ich auf die Bemerkung derselben in ihrer letzten Mitteilung hin- 
weisen, ,,dafs nicht unter allen Umsténden dieselben Versuchsbedingungen 
zum gleichen Sauerstoffverbrauch fiihren‘’. Ich vermute, daf hierbei ein 
katalytischer EinfluB der jeweils verwendeten GlasgefaBe usw. vorliegen 
kénnte. 











Uber das Verhalten des Methyl-benzoyl-carbinols 
zu girender Hefe. 


Von 


Friedrich Frhr. von Falkenhausen. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1930.) 


Nachdem C. Neuberg und J. Hirsch! gezeigt hatten, daB giirende 
Hefe imstande ist, Benzaldehyd acyloinmaBig mit dem als Zwischen- 
produkt im Garvorgang auftretenden Acetaldehyd zu Phenyl-acetyl- 
carbinol, C,H;.CHOH .CO.CHzg, zu verbinden, konnten C. Newberg 
und H.Ohle? as Beweis zugunsten dieser Formulierung die Um- 
wandlung des lavogyren Ketonaldehyds in das gleichfalls linksdrehende 
a, B-Di-phenyl-propylenglykol, C,H, .C H(O H) .C(OH)(CH,) (C, H,), an- 
fiihren. Spater wurde von A. Faworsky * und seiner Mitarbeiterin Kotcher- 
gine die Ansicht geauBert, daB jener biosynthetisch gewonnene Keto- 
alkohol nicht das primare Produkt der carboligatisehen Synthese sei, 
sondern da vielmehr zuniachst das isomere Methyl-benzoyl-carbinol, 
C,H,.CO.CHOH.CH,, entstande, das dann unter der Wirkung 
einer sogenannten Oxydoreduktase in Phenyl-acetyl-carbinol umgelagert 
werden sollte. Diese Annahme ist an sich schon unwahrscheinlich, 
weil sie den Ubergang eines Systems mit konjugierten Doppelbindungen 
in ein solches mit nicht konjugierten in sich birgt, und was die russischen 
Autoren zur Stiitze ihrer Meinung an Experimentellem vorzufiihren 
vermégen, ist lediglich folgendes: Zu giirender Hefe zugesetztes Methyl- 
benzoyl-carbinol soll bei der Wiederisolierung nach vollendeter Garung 
neben einer geringen Verschiebung des Siedepunktes ein Semicarbazon 
vom Schmelzpunkt 195° liefern, wihrend das Semicarbazon der ur- 
spriinglich zugesetzten Verbindung einen solchen von 188 bis 189° 


1 C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
2 C. Neuberg und H. Ohle, ebendaselbst 127, 327, 1922; 128, 610, 1922. 
3 A. Faworsky, Bl. [4] 39, 216, 1926. 
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hatte; abnliche Verhaltnisse sollen auch nach Kochen des Methyl- 
benzoyl-carbinols mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsaiure 
in alkoholischer Lésung bestehen. 


K. v. Auwers! konnte nun mit O. Jordan und H. Mauss bei einer 
eingehenden Untersuchung der beiden Isomeren und ihrer Derivate 
bereits zeigen, da die von Faworsky gemachten Angaben nicht im 
geringsten fiir die vermutete Umlagerung beweiskraftig sind. v. Auwers 
hat namlich dargetan, daB die beiden isomeren Verbindungen das 
gleiche Semicarbazon vom Schmelzpunkt 194° geben, und daB das 
Methy]-benzoyl-carbinol bei der Behandlung mit Schwefelsiure, wie 
aus den Analysenzahlen und Brechungsindizes folgt, mindestens zum 
Teil anderweitig verandert, vermutlich verithert wird. 


Eine wirkliche Umwandlung des d, ]-Methyl-benzoyl-carbinols durch 
girende Hefe vermochten C. Newberg und W. Komarewsky? fest- 
zustellen. Diese Substanz kann nimlich von obergiriger Hefe vollstandig 
zu dem betreffenden Glykol, dem symmetrischen Methyl-phenyl- 
dthylenglykol, CH,.CHOH.CHOH.OC,H;, reduziert werden, das 
wie die dazu befahigten Produkte der phytochemischen Reduktionen 
optisch aktiv, und zwar im vorliegenden Falle stark linksdrehend, 
befunden ist. Im Gegensatz dazu steht die Behauptung von Z. M. 
Kotchergine®. Sie hat das von Faworsky friiher iibersehene Glykol 
bei Ausfiihrung des gleichen Versuches ebenfalls mit untergiriger Hefe 
in Bestatigung der Befunde von Newberg und Komarewsky nunmehr 
auch erhalten, aber gleich dem unangegriffenen Anteil des Glykols 
in optisch inaktivem Zustande, was sie unerklirlicherweise auf eine 
Racemisierung bei den wiederholten Destillationen beziehen will. 


Ich habe mich nun noch einmal, ohne weiter auf Faworskys 
Theorien einzugehen*, mit dieser Frage experimentell beschaftigt 


1 K.v. Auwers und O. Jordan, diese Zeitschr. 144, 31, 1924; K. v. Auwers 
und H. Mauss, ebendaselbst 192, 200, 1928. 

2 C. Neuberg und W. Komarewsky, ebendaselbst 182, 285, 1927. 

* BE. M. Kotchergine, Bl. [4] 48, 573, 1928. 

* Dies eriibrigt sich aus mehrfachen Griinden. So wenig wie mit rein 
chemischer Methodik v. Auwers (l.c.), der die weitgehenden Schlub- 
folgerungen Faworskys scharf zuriickgewiesen hat, habe ich im vorliegenden 
Falle durch die hier zu beschreibenden biochemischen Untersuchungen ein 
Argument fiir Faworskys Theorie der molekularen Umlagerung, fiir die 
Betatigung seiner ,,Transformase“, auffinden kénnen. Seine Ansicht, dal 
die Teilreaktionen des zymatischen Abbaues durch eine Reihe oxydoreduk- 
tiver Leistungen zustande kommen, fallt mit Newbergs Garungstheorie vom 
Jahre 1913 zusammen. Gegen die Ein-Enzym-Hypothese von Faworsky 
spricht unter anderem entscheidend die Trennbarkeit in Glykolase, Carboxy- 
lase und Mutase sowie der Umstand, da®B die beiden ersteren keines Co- 
ferments bediirfen, letztere aber mit Coferment wirkt. 
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und bin dabei genau den Angaben von Faworsky und Kotchergine 
gefolgt. 

Ich synthetisierte das Methyl-benzoyl-carbinol iiber das Propio- 
phenon, dessen Bromverbindung! und das Acetat®. Das Semicarbazon 
der synthetischen Verbindung schmolz nach dreimaligem Umkristalli- 
sieren aus Alkohol bei 194°, was mit den sorgfiltigen Daten von 
v. Auwers, nicht aber mit denen von Faworsky iibereinstimmt. Ein 
EinfluB, den die Konzentration an Kaliumacetat bei der Semicarbazon- 
bildung auf den Schmelzpunkt etwa hatte aiuBern kénnen, also ein 
Anhaltspunkt fiir die Umlagerung des Ketols durch OH’-Ionen 
iiber das Dienol oder iiber die von Newberg und Ohle (l.c.) auch 
in Betracht gezogene desmotrope oxydische Nebenform war nicht 
ersichtlich. 


Das synthetische Ketol wurde (s. 8. 246) in lebhaft garende Zucker- 
lésung so langsam eingetropft, daB die Kohlendioxyd-entwicklung 
nie ganz zum Stillstand kam. Nach zwei Tagen war die Zuckerspaltung 
beendet; die Hefe wurde abzentrifugiert und aus der iiberstehenden 
Lésung wurden die Reaktionsprodukte durch Ausathern nach Sattigung 
mit Kochsalz gewonnen. Von den eingesetzten 70 g fand ich bei der 
Aufarbeitung 39 g nunmehr rechtsdrehendes Ketol (Rohprodukt) wieder 
und identifizierte es als p-Nitro-phenyl-osazon sowie als Semicarbazon 
vom unverdnderten Schmelzpunkt 194°. Die Semicarbazone aus Aus- 
gangsmaterial und Endprodukt zeigten miteinander keine Schmelz- 
punktsdepression und bei der Reinigung einen vollkommen analogen 
Anstieg des Schmelzpunktes (nach der ersten Kristallisation aus 
Alkohol F. = 191 -bis 192°, nach der zweiten 193 bis 194°, nach der 
dritten 194°), so daB nichts fiir eine sekundire Umlagerung spricht. 


Weiter lieBen sich 11,2 g Phenyl-methyl-athylen-glykol isolieren. 
Dieses Glykol zeigte eine spezifische Drehung [a], = — 16,8°, waihrend 
Neuberg und Komarewsky (l.c.) bei vollstindiger phytochemischer 
Reduktion des Methyl-benzoyl-carbinols ein Glykol von [a], = — 15,15° 
erzielt hatten. Die Substanz wurde identifiziert durch Re-oxydation 
mit Salpetersiture nach Th.Zincke und K.Zahn*, wobei ein Ketol 
von starker Linksdrehung entstand ([a],) = — 65,1°), und weiter durch 
Uberfiihrung des letzteren in das p-Nitro-phenyl-osazon vom Schmelz- 
punkt 265°. 

Mit einer Prazision, die sechwer zu reproduzieren ist, erhielten F. und K. 


za verschiedenen Zeiten in zwei verschiedenen Ansaétzen, deren Zucker- * 
und Hefenmengen ungleich waren, aus je 73g Methyl-benzoyl-carbinol 


1 Ch. Schmidt, B. 22, 3251, 1889. 
2 K.v. Auwers, B. 50, 1177, 1917. 
8 Th. Zincke und K. Zahn, B. 48, 855, 1910. 


16* 








244 F. Frhr. v. Falkenhausen : 


absolut gleiche Mengen an Fraktionen véllig identischer Siedepunkte, 
nimlich jedesmal genau: 
I. 3g Substanz vom Kp. 50 bis 70° 


Il. 3¢g + =e, IF 
Ill. 62 Pi » Kp.138 ,, 141° 
i. te $s oo Mp.i4l ,, 169 

V. 6¢ Fe » Mp.isl ., 169° 
VI. 13¢ ‘ » Kp.162 ,, 163° 


Der Druck betrug dabei 22 bzw. 23 mm. 

Fraktion III wird als d, l-Phenyl-acetyl-carbinol angesprochen, das 
also zu 8,2% aus dem [someren entstanden ware. Ich erhielt dagegen eine 
fast dreifach so gute Ausbeute, nimlich aus 70g 17g = 24% dextrogyres 
analysenreines Ketol, das ich als optisch partiell aktive Form des Ausgangs- 
materials betrachte. 

Die Anschauung, daB sich das Glykol — und das gleiche gilt fiir 
das Ketol — infolge wiederholter Destillationen racemisiert habe, 
vermochte ich experimentell nicht zu bestatigen. Selbst bei einer 
erneuten langsamen Destillation lieB sich praktisch kein Riickgang 
in der Drehung konstatieren. 

Irgendein Anhaltspunkt fiir die Faworskysche Umlagerungs- 
theorie lieB sich also wiederum nicht auffinden. 

Die Tatsache, dai der wiedergewonnene Ketonalkohol optisch 
aktiv ist, darf in diesem Falle nicht als Beweis dafiir angesehen werden, 
daB an ihm ein Ferment, also etwa eine ,,Transformase, wirksam 
gewesen ist}. Ich glaube vielmehr, dab diese optische Aktivitaét darauf 
beruht, daB die entgegengesetzt, also in diesem Falle linksdrehende 
Form, bei der phytochemischen Reduktion zum Glykol bevorzugt 
reagiert. Mit dieser Anschauung stimmt tiberein, daB das bei der 
Reoxydation aus dem Glykol gewonnene Ketol linksdrehend ist. Hin- 
gegen scheinen mir der Uberschu8 an den optisch aktiven Kompo- 
nenten nicht groB genug und die Verhaltnisse tiberhaupt zu _ ver- 
wickelt?, um aus diesen Tatsachen weitgehende Schliisse zu ziehen. 
Wenn man namlich von der Anschauung ausginge, daB bei der 
Reduktion einer racemischen Verbindung das eine optische Isomere 
bevorzugt® reagiert und daB die reduzierbare Substanz mit dem Acet- 





1 Auch eine etwaige Anderung des Brechungsindex wiirde nicht fiir 
die von Faworsky behauptete Umlagerung beweisend sein, da sie auf Cyclo- 
oxo-desmotropie beruhen kann, wie sie von M. Bergmann und M. Gierth, 
A. 448, 50, 1926, fiir Cyclohexanolone bewiesen worden ist. 

2 So diirfte z. B. nach K.v. Auwers und O. Jordan (1. c.) bei der Re- 
oxydation des Glykols mit HNO, ein Gemisch von vorwiegend Methyl- 
benzoyl-carbinol und weniger Phenyl-acetyl-carbinol entstehen. 

’ Ahnliche Verhialtnisse fanden sich bei der phytochemischen Reduktion 
des d, l-Methyl-athyl-acetaldehyds, doch ist dabei kein unangegriffener 
optisch aktiver Aldehyd isoliert worden. C. Neuberg und M. Ringer, diese 
Zeitschr. 90, 388, 1918. 
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aldehyd um den aktivierten ,,Garungswasserstoff** konkurriert!, und 
wenn man weiter diese Vorginge mit der Theorie von H. Wieland 
in Beziehung setzen wollte, so mite man fiir das Ferment eine 
gréBere Spezifitat auch dem Wasserstoff-Akzeptor gegeniiber an- 
nehmen, als sie bisher beobachtet worden ist. Dagegen wiirden zwar 
prinzipiell keine Bedenken bestehen?, aber niher lige es vielleicht, 
unter den gemachten Voraussetzungen — wie das schon von Meerwein 
vermutet wurde — ein Enzym mit anderem Wirkungsmechanismus, 
etwa eine Mutase, als tatiges Agens anzunehmen. Diese kénnte 
etwa entsprechend dem von H. Meerwein und R. Schmidt® sowie 
von A. Verley* fiir die Cannizzarosche Reaktion gegebenen oder 
einem ahnlichen Schema iiber eine Anlagerungsverbindung zwischen 
der zu hydrierenden und der zu dehydrierenden Carbonylver- 
bindung hinweg wirken und kénnte dann sowohl dem Akzeptor 
als dem Donator gegeniiber Spezifitaét zeigen®; letzten Endes 
wiirde dies mit der Wielandschen Theorie in Einklang sein, da auch 
bei dieser Reaktion das Wesentliche die Verschiebung eines Wasser- 
stoffatoms wire. 


Versuche, 


Methyl-benzoyl-carbinol. 


Das Ausgangsmaterial wurde auf bekanntem Wege aus Propiophenon 
(aus Propionylchlorid und Benzol) tiber die Bromverbindung und das Acetat 
gewonnen. Ausbeute an Ketol aus 188g Propionylchlorid 83g vom 
Kp. 124 bis 126°/14 mm. Schwach gelbliches Ol. 


Semicarbazon. 


1,5g Ketol in Alkohol wurden mit 2 Mol Semicarbazid-hydrochlorid 
und 1 bzw. 2 Mol Kaliumacetat in méglichst wenig Wasser versetzt ; dann 
wurde Alkohol bis zur vollsténdigen Lésung hinzugegeben. Nach mehr- 
stiindigem Stehen wurden die ausgeschiedenen Kristalle abgesaugt und aus 
Alkohol umkristallisiert. Die Semicarbazone aus beiden Ansaétzen schmolzen 
nach dreimaligem Umkristallisieren konstant bei 194°. 


2,731 mg Substanz, 0,476cem Ng, (21°, 752 mm) 
C,9H,,0,N;. Ber.: N 20,29%, gef.: 20,02%. 


1 Siehe C. Newberg und A. Lewite, diese Zeitschr. 91, 257, 1918; C. Neu- 
berg und M. Kobel, ebendaselbst 160, 250, 1925; C. Neuberg und G. Gorr, 
ebendaselbst 166, 444, 1925. 

2 H. Wieland, B. 46, 3341, 1913; A. Bertho, A. 474, 4, 1929. 

3 H. Meerwein und R. Schmidt, A. 444, 229, 1925; dieselbe Vermutung 
spricht auch A. Faworsky aus, Bl. [4] 48, 551, 1928. 

* A. Verley, BI. [4] 41, 788, 1927; s. auch BI. [4] 87, 537, 871, 1925. 

5 Vgl. hierzu C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 179, 443, 1926. 
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Thio-semicarbazon. 


15g Ketol in Alkohol wurden mit einer warm gesattigten wiassrigen 
Lésung von | g Thio-semicarbazid 2 Stunden auf dem Wasserbad erwarmt. 
Nach dem Abkiihlen filtriert ; aus 96 %igem Alkohol Kristalle vom F. = 205 
bis 206°. 


Garversuch. 


Zwei Ansi&tze von je 5Litern 6,5%iger Rohrzuckerlésung wurden 
durch je 250 g abgepreBter Patzenhofer Bierhefe bei 40° zu kraftiger Garung 
gebracht. Dann wurden je 35g reines Methyl-benzoyl-carbinol in 35 cem 
absolutem Alkohol tropfenweise so langsam zugefiigt, daf} die Kohlensaure- 
entwicklung nie ganz aufhérte. Am niachsten Morgen hatte sich der gréite 
Teil der Hefe abgesetzt und die Garung ging nur noch langsam weiter. 
Nach 2 Tagen wurden die Ansétze gemeinsam aufgearbeitet, nachdem die 
Garung zum Stillstand gekommen war, obwohl die Hefe, wie sich durch 
Kontrollversuche ergab, noch giartiichtig war. Die Hefe wurde abzen- 
trifugiert und die itiberstehende Fliissigkeit nach Zugabe von 3000 g 
Kochsalz fiinfmal mit Ather ausgeschiittelt. Der Ather wurde im Vakuum 
verjagt, der Riickstand mit trockenem Ather aufgenommen und _iiber 
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Filtrieren und Vertreiben des Athers 
in vacuo wurde der 6élige Riickstand fraktioniert destilliert. Es ergaben 
sich folgende Fraktionen: 





Siede- Aus- | Reaktion mit 


Frak- . . -Nitrophenyl- Bemer- 
; punkt Druck | beute | Fehlingscher [a]p* ?-S'TOPAeN) : 
tion 00 —_ 2 Lisung [a] osazon kungen 
I 50—128! 17 1,7 inder Kalte +15,6 reichlich Gelb 
stark 
II 129—135' 17 39,1 in der Kalte, + 5,6 os Schwach gelb 
stark bei 
Erwarmen 


Ubergang in das Hochvakuum, unwagbarer Vorlauf; dann 
Il 136—137| 3 11,2 schwach | —15,7 Spur Fast farblos, 


sirupiés 


* In 10°/,) abs. alkoh. Lisung. 


Die Fraktion II wurde noch einmal im Hochvakuum fraktioniert; 
dabei gingen 17 g bei 114 bis 116° unter 3 mm iiber. Diese Fraktion zeigte 
eine spezifische Drehung von + 3,70° in 10 %iger alkoholischer Lésung. 
(Der Rest lie8 sich nicht mehr iibertreiben; er hatte sich anscheinend poly- 
merisiert, da er zufallig iiber die Ferien gestanden hatte.) Nach nochmaliger 
Destillation, bei der sich die Drehung nicht anderte, wurde wie oben das 
Semicarbazon dargestellt, das sich absolut ebenso verhielt, wie das aus dem 
Ausgangsmaterial, und mit diesem keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 


2,678 mg Substanz, 0,469ccm N (22°, 750 mm). 
Cy9 Hy; 02 Nz- Ber. : N = 20,29 %; gef.: N = 20,00 %. 


p-Nitrophenylosazon. 


1g der Fraktion II in Alkohol wurde mit 4g p-Nitrophenylhydrazin 
in warmer 25%iger Essigsiure 2 Stunden im Wasserbad erwarmt, hei! 





a! On GA ane 


by 
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filtriert, mit verdiinnter Essigsiure, wenig Alkohol und Ather gewaschen 
und aus Nitrobenzol-Eisessig umkristallisiert. F. = 264°. 
2,976 mg Substanz, 0,511 cem N (22°, 751 mm). 
C,,;H,,0,N,. Ber.: N = 20,10%; gef.: N = 19,63%. 


Phenyl-propylen-glykol. 

Die Fraktion III wurde noch einmal fiir sich fraktioniert. Die ersten 
Anteile gingen gelb tiber: Kp.4, = 128 bis 134°. Als das Destillat farblos 
ablief, wurde die Vorlage gewechselt. 6,9g, Kp.s,, = 127 bis 127,5°. 
fa]jp = — 17,0° (10% ige alkoholische Lésung). 

Beide Fraktionen reduzieren schwach Fehlingsche Lésung. Aus der 
ersten wurden die reduzierenden Anteile durch Schiitteln mit Fehlingscher 
Lésung entfernt und die Substanz durch Ausathern und Destillation zuriick- 
gewonnen. Kp.. = 141 bis 143°. Farblos ohne jede Wirkung auf 
Fehlingsche Mischung. |[a|p = — 16,8°. 

Die erste Fraktion wurde noch einmal bei 17 mm ganz langsam destil- 
liert, um zu sehen, ob bei Temperaturen von etwa 150° eine Racemisierung 
eintritt: Kp.,; = 154 bis 156°. (Faworsky und Kotchergine 162 bis 163° 
bei 23 bzw. 22mm.) Ich fand |a|p = 16,6°. Eine Drehungsénderung, 
geschweige eine Racemisierung, war also nicht eingetreten. 


Oxydation des Glykols zum Ketol. 


15g Glykol wurden mit 4,5cem 58% HNO, (D = 1,36) versetzt, 
wobei eine lebhafte Reaktion eintrat; nach ihrer Beendigung wurde mit 
Wasser verdiinnt, mit Soda sowie zum SchluB mit Bicarbonat genau 
neutralisiert und nach Zusatz von Kochsalz ausgeathert. Die atherische 
Lésung wurde iiber Natriumsulfat getrocknet, der Ather wurde verjagt 
und der Riickstand im Hochvakuum destilliert. Die ersten Anteile, die 
bei 110 bis 114° unter 5 mm iibergingen, wurden wegen ihrer verhaltnis- 
ma%ig starken Gelbfarbung fiir sich aufgefangen. Bei 114 bis 116° gingen 
etwa 0,6g tiber, die in 10%iger alkoholischer Lésung eine spezifische 
Drehung [a|p = — 65,1° zeigten und Fehlingsche Lésung schon in der 
Kalte stark reduzierten. 

Aus 0,5 g davon wurde wie oben mit der essigsauren Lésung von 2 g 
p-Nitro-phenyl-hydrazin das Osazon dargestellt. Ausbeute (ohne Auf- 
arbeitung der Mutterlauge) 0,5772. Nach dem Umbkristallisieren aus 
Nitrobenzol-Eisessig F. = 265°; Mischschmelzpunkt mit dem Praéparat aus 
Fraktion II des Garansatzes 264°. 


2,549 mg Substanz, 0,430 cem N (21,5°, 751 mm). 
Ce,H,,0,N;. Ber.: N = 20,10%; gef.: N = 19,32%. 


Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Hilfe eines Stipendiums, das ven der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft gew&hrt wurde; ihr mtchte 
ich dafiir auch an dieser Stelle ehrerbietigen Dank sagen. 











Ein selbstregistrierender Tropfenzihlapparat (Stalagmograph). 


Von 
Robert Fischer. 


(Aus dem botanischen Laboratorium der Bundesanstalt fiir Pflanzenschutz, 
Wien.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1930.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Bestimmung der relativen Oberflichenspannung mittels 
des Traubeschen Stalagmometers hat ihrer Einfachheit wegen in viele 
chemische und in die meisten biologischen Laboratorien Eingang ge- 
funden. Wer aber gezwungen ist, eine gréBere Reihe von Messungen 
durchfiihren zu miissen, der kennt die Schattenseiten der Methode; 
ganz abgesehen davon, daB sie sehr zeitraubend ist, tritt infolge des 
monotonen Tropfenzihlens Ermiidung ein, die haufig zum Verzahlen 
fiihrt. LaBt man diese Zihlungen aber durch eine Hilfsperson ausfiihren, 
so hat man keinerlei Kontrolle tiber die Richtigkeit der Angaben. 
Das Bestreben, diese Zihlungen zu mechanisieren, ist daher verstandlich. 

Die mir bekannt gewordenen Tropfenzahlapparate gestatten 
eine wesentliche Vereinfachung der Zahlarbeit, befriedigen aber nicht 
vollends, da sie nicht die nétige Betriebssicherheit gewiahrleisten. 
So kénnen z. B. bei allen jenen Apparaten, bei denen ein Zeiger mittels 
Zahnrades und Ankers in Tatigkeit gesetzt wird, infolge eintretender 
Nachschwingungen statt eines Tropfens mehrere registriert werden!. 
Andererseits kann aber auch der Fall eintreten, daB ein Tropfen nicht 
angezeigt wird. Derartige Fehler sind an solchen Apparaten nach- 
traglich nicht mehr zu erkennen, weswegen es nétig ist, den betreffenden 
Apparat wahrend der Arbeit stdndig zu iiberwachen. Das gleiche 
gilt auch von jenen Apparaten, bei denen durch die herabfallenden 
Tropfen ein Kontakt betatigt wird, mit dem ein Zahlwerk (springende 
Ziffern) in Verbindung steht. 


1 Vgl. J. Traube, Kapillaranalyse - (Abderhaldens Handb. d. biol. 
Arbeitsmethod., Lief. 169). 


So ee EE oe a a a 
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Die Anforderungen, die ich an einen Tropfenzahlapparat stelle, 
sind einerseits volle Betriebssicherheit auch ohne Uberwachung 
desselben wihrend des Ganges, andererseits die Méglichkeit einer 
wiederholten nachtraglichen Zahlung der Tropfen, wodurch eine weit- 
gehende Kontrolle des mit der Zahlung Beauftragten erméglicht wird. 
Damit aber schlieBen von Haus aus die erwahnten Konstruktionstypen 
aus. Hingegen schien mir die Registrierung auf einem gleichmabig 
laufenden Papierstreifen, wie er bei den gew6hnlichen Morseapparaten 
Verwendung findet, ein gangbarer Weg zu sein. So entstand schlieBlich 
der hier beschriebene und schematisch abgebildete selbstregistrierende 
Tropfenzihler (Stalagmograph). Ein solcher Apparat steht seit mehr 
als 2 Jahren in unserem Institut im Betrieb und hat bisher noch zu 
keinerlei Klage AnlaB gegeben!. 





Abb. 1. Schaltschema des Stalagmographen. 


Die Apparatur besteht, wie die Abbildung zeigt, aus zwei Teilen, 
dem Magnetschreiber und dem Schaltaggregat. Der Magnetschreiber 
ist derart gebaut, daB er nach Vorschaltung eines Lampenwiderstandes 
unmittelbar an die Lichtleitung (Gleich- oder Wechselstrom) von 110 
bzw. 220 Volt angeschlossen werden kann. Das Schaltaggregat besteht 
aus einem Brett, auf dem in einer Schlittenfiihrung der Tropfkontakt 
angebracht ist, weiter sind zwei Steckdosen (S,, 8,), ein Lampen 
widerstand (W), der Trennschaiter (7') und ein Stativ fiir den Stalagmo- 
meterhalter aufmontiert. 

Die Verwendung der Apparatur bietet keinerlei Schwierigkeiten. 
Nachdem in die Lampenfassung der fiir die vorhandene Spannung 
geeignete Lampenwiderstand eingeschaltet wurde, wird eine der beiden 
Steckdosen mit dem Lichtnetz, die andere mit dem Magnetschreiber 
verbunden. Welche der Dosen an das Netz angeschlossen bzw. mit 
dem Magnetschreiber verburden wird, ist gleichgiiltig. Hierauf wird 
die Stellschraube (a) am Tropfkontakt so eingestellt, daB jeder vom 
Stalagmometer herabfallende Tropfen Kontakt gibt. Der Kontakt 


1 Dieser Stalagmograph wird in der hier beschriebenen Form aut 
meine Anregung von der Firma W. J. Rohrbecks Nachf., Wien V, geliefert. 
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soll so kurz sein, daB der Lampenwiderstand nicht aufleuchtet, und soll 
nach Méglichkeit nur eine Tropfenmarke am Papierstreifen hinter- 
lassen. Die Abtropfflache des Stalagmometers ist bei Tropfen mittlerer 
GréBe etwa 10cm vom Zelluloidplattchen Z des Tropfkontaktes entfernt. 
Bei kleineren Tropfen kann allenfalls die Fallhéhe vergréBert, bei 
gréBeren verkleinert werden. Das Zustandekommen des Kontaktes 
wird also einerseits durch die Fallhéhe, andererseits durch den Abstand 
der beiden Kontakte (Verstellung der Stellschraube) reguliert. Doch 
empfiehlt es sich im allgemeinen, die einmal richtig eingestellte Stell- 
schraube nicht mehr zu verschieben, sondern nach Méglichkeit nur 
mit einer Anderung der Fallhéhe zu arbeiten. Es ist stets darauf zu 
achten, daB der herabfallende Tropfen auf die Mitte des Zelluloid- 
plattchens oder etwas gegen dessen spitzes Ende zu auffallt. Die 
von diesem Plattchen abtropfende Fliissigkeit wird von einem Schalchen 


aufgenommen. 
Ist die Apparatur auf die genannte Weise ein fiir allemal eingestellt, 
so kann mit dem Messen begonnen werden. Hierbei ist folgender 
Arbeitsgang einzuhalten: 
1. Aufziehen des Uhrwerkes des Magnetschreibers, der in meinem 
Falle eine gleichmaBige Laufzeit von 20 Minuten hat. 


2. Das einmal richtig eingestellte Stalagmometer wird, ohne da8 
es vom Stativ genommen oder verschoben wird, durch Aufsaugen 
der zu untersuchenden Fliissigkeit bis iiber die obere Marke gefiillt. 


3. Unmittelbar darauf wird die Arretierung des Magnetschreibers 
gelést und so das Uhrwerk in Gang gebracht. 

4. Der Strom wird mittels des Trennschalters, bevor der erste 
zu zahlende Tropfen abreiBt, eingeschaltet. 

Von nun an arbeitet der Apparat automatisch und braucht keine 
weitere Beaufsichtigung, bis 

5. der letzte zu zihlende Tropfen StromschluB bewirkt hat, worauf 
mittels des Trennschalters der Strom wieder ausgeschaltet und 

6. das Uhrwerk arretiert wird. 

Alle diese Handgriffe erfordern nur wenige Sekunden Zeit. 


Nun ist auf dem Papierstreifen die Tropfenzahl registriert, und es 
eriibrigt sich nur, die aufgezeichneten Marken abzuzahlen. 


Sollte ein Tropfen nicht registriert worden sein, so kann infolge 
der gleichmaBigen Laufgeschwindigkeit des Papierstreifens und des 
dadurch bedingten gleichen Abstandes der Tropfenmarken, derselbe 
leicht interpoliert werden. Ein Nachschwingen des Kontaktes gibt 
zwar auch bei diesem Apparat 2 bis 3 Punkte, doch liegen dieselben 
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so dicht nebeneinander, daB sie unter keinen Umstanden zu einer Fehler- 
quelle werden kénnen, da die Tropfenmarken auch bei einem rasch- 
tropfenden Stalagmometer mindestens 15- bis 20mal soweit von- 
einander entfernt sind als ein durch Nachschwingen verursachter 
Punkt von der benachbarten Tropfenmarke. Der Lampenwiderstand 
hat auch noch den Zweck, eine Betriebsstérung infolge Dauerkontaktes 
durch Aufleuchten anzuzeigen. Ein solcher Dauerkontakt kann jedoch 
nur bei unrichtiger Einstellung der Stellschraube eintreten. 

Die Registrierung auf dem Papierstreifen hat auBer den eingangs 
genannten Vorteilen auch noch die Annehmlichkeit, daB der Streifen 
als Versuchsbeleg aufbewahrt werden kann, was in manchen Fallen 
sehr wiinschenswert erscheint. AuBerdem ist aus der Linge des Papier- 
streifens (Abstand des ersten und letzten Tropfens) und der Tropf- 
marken untereinander — gleiches Stalagmometer und gleiche Tem- 
peratur vorausgesetzt —- die AusfluBzeit, die einen RiickschluB auf 
die Viskositat der untersuchten Fliissigkeit zulaBt, zu ermitteln. Eine 
genaue Bestimmung der Viskositaét auf diese Art ist natiirlich un- 
moéglich, da eine solche mittels der stalagmometrischen Methode iiber- 
haupt unzulassig ist. 














Uber das desmolytische System von Torula colliculosa. 


Il. Mitteilung. 
Carboxylase. 


Von 


Izue Yamasaki. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 19. Januar 1930.) 


Zu der Eigenschaft der echten Hefen gehért, daB sie Brenztrauben- 
siure zerlegen, also Carboxylase enthalten. Das Girungsschema sieht 
voraus, daB die Brenztraubensiure im Verlauf des Zuckerabbaues aus 
dem Methylglyoxal hervorgeht. Den endgiiltigen Beweis fiir die Richtig- 
keit dieser Auffassung haben C. Newberg und M. Kobel! erbracht, 
indem sie zeigen konnten, daB bei richtig dosierten Hefemengen sich 
in den Giaransitzen zunichst Methylglyoxal ansammelt. Dieses ver- 
schwindet alsdann, und an seine Stelle tritt Brenztraubensiure. Da 
die Menge Methylglyoxal, die bei der geistigen Garung erhalten wird, 
praktisch bis 100°, reicht und die Quantitaét der weiterhin isolierten 
Brenztraubensaure sich auf 90 °,, der Theorie belauft, so ist nicht mehr 
daran zu zweifeln, daB Brenztraubensiure das obligatorische Zwischen- 
produkt bei der alkoholischen Zuckerspaltung darstellt. 

Nicht so sicher ist diese SchluBfolgerung fiir andere desmolytische 
Systeme. 

In einer voraufgehenden Mitteilung? ist dargetan, daB Methyl- 
glyoxal von Torula colliculosa in reichlicher Menge hervorgebracht 
wird. Im Anschlu8 daran habe ich gepriift, ob dieser Organismus 
auch befahigt ist, Brenztraubensaure zu vergaren. 

Wie bekannt, kénnen bei der Vergirung von reiner Brenztrauben- 
siure sekundire Stérungen auftreten, die darin beruhen, daB der primar 
durch Carboxylase-wirkung erzeugte Acetaldehyd sekundéiren Um- 
wandlungen unterliegt. Verwendungen dieser Art sind die Dismutation 


1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 216, 493, 1929. 
2 J. Yamasaki, ebendaselbst 218, 468, 1930. 
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desselben zu Athylalkohol und Essigsiure sowie der carboligatische 
Verbrauch, der zum Acetoin und durch dessen phytochemische Reduktion 
zum 2. 3-Butylenglykol fiihren kann. 

Die am Acetaldehyd sich unter Umstinden vollziehenden Ver- 
anderungen kann man nun ausschlieBen durch Innehaltung der von 
C. Neuberg und A.v. May! angegebenen Versuchsanordnung. Bei 
dieser wird statt freier Brenztraubensdéure eine entsprechend ge- 
pufferte Lésung von Natrium-pyruvinat-Sulfit, d. h. des Anlagerungs- 
produktes von Natriumbisulfit an Brenztraubensaure, vergoren. Hierbei 
bleibt der entstehende Acetaldehyd an Sulfit gebunden und Verande- 
rungen zweiter Ordnung fallen fort, da die gewaihlte Wasserstoffionen- 
konzentration zugleich eine Dissoziation des carboxylatisch gebildeten 
Acetaldehyd-natriumbisulfits stark herabsetzt. So erhalt man, wie 
C. Newberg und A. v. May (l.c.) gezeigt haben, unter diesen Bedingungen 
nur Spuren von Acetoin, und die Gleichung der Brenztraubensiure- 
girung wird praktisch in idealer Weise erfiillt. 

Es stellte sich heraus, daB unter den gleichen Verhialtnissen Torula 
colliculosa, als Trocken-praparat angewendet, die Brenztraubensaure 
in durchsichtiger und typischer Weise zerlegt?. Ich erhielt 87,7 °,, der 
eingesetzten Menge an Acetaldehyd und 86,4°., an Kohlendioxyd. 

Wie man erkennt, stehen die Mengen fast genau in dem von der 
Theorie geforderten Aquivalent verhaltnis. 

Im einzelnen verfuhr ich folgendermaBen: 

Frisch geziichtete* Torula colliculosa wurde scharf abgeschleudert, 
sodann unter Wahrung der Sterilitét auf Ton getrocknet und in fein ge- 
mahlenem Zustande zu den Versuchen benutzt. 


Ansitze. 
a) 2,0ccm m-Brenztraubenséurelésung, 
2,0 ,, m-Natriumsulfit-lésung, 
2,0 ,, Acetat-puffer (enthaltend 60g CH,.COOH,. 272g CH, 
-COONa + 3H,O mit Wasser auf | Liter), 
4g Trockenpraéparat von Torula colliculosa, aufgeschwemmt in 
25ccm H,O. 
Das eisgekiihlte Gemenge wurde schnell mit Wasser auf 40,0 ccm 
aufgefiillt. 
b) 2g Trocken-préparat der Torula in 20,0 ccm H,O. 
Je 10,0 cem der beiden Versuchsgemische wurden zur Ermittlung des 
frei werdenden Kohlendioxyds sofort in die GasmaBgefabe eingebracht. 
Innerhalb 48 Stunden waren 10,95cem CO, in Ansatz a entwickelt, 
und 0,3 cem CO, in dem Vergleichsansatz b. (18° und 747,6 mm.) 


1 CO. Neuberg und A. v. May, diese Zeitschr. 140, 311, 1923. 

2 Uber die Bildung von Acetaldehyd aus Zucker mittels Torula unter 
den Bedingungen des Abfangverfahrens siehe C. Neuberg und Cl. Cohen, 
diese Zeitschr. 122, 204, 1921. 

3 Siehe diese Zeitschr. 218, 468, 1930. 
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Es waren also aus 10,0 ccm des Brenztraubenséure-ansatzes 10,65 cem 
CO, = 0,0190 g CO, entstanden. Aus den in 10,0cem Versuchsgemisch 
vorhanden gewesenen 0,044 g Brenztraubenséure hatten der Theorie nach 
0,0220 g CO, entstehen kénnen. Die Ausbeute betrug demnach 86,4°% 
der méglichen. 

25,0cem des Versuchsgemisches a wurden nach zweitaégigem Stehen 
bei 18° zur Bestimmung des gebildeten Acetaldehyds in der von C. Neuberg 
und E. Reinfurth vorgeschriebenen Weise verarbeitet. 25,0 ccm wurden 
mit 3,0cem m-Bariumchloridlésung unter Kiithlung versetzt und auf 
30,0 ccm aufgefiillt. Von der im Eisschrank filtrierten Fiiissigkeit wurden 
15,0cem, entsprechend 12,5ccm Urlésung, iiber Calciumcarbonat mit 
Wasserdampf destilliert. 150cem Fliissigkeit wurden aufgefangen, ein 
aliquoter Teil dieser den Acetaldehyd enthaltenden Lésung wurde mit 
Hydroxylaminsulfat titriert. In 150ccm Destillat, die den in 12,5 ecm 
vorhandenen Acetaldehyd enthielten, wurden 0,0241 g Acetaldehyd ge- 
funden. Fiir 10,0 cem Versuchsgemisch ergeben sich daraus 0,0193 g 
CH,.CHO. Berechnet sind 0,022 g. Der Ertrag belief sich somit auf 
87,7 °, der Theorie. 
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